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(54) Title: CARRIER-DRUG CONJUGATE 

(54) Bezeichnung: TRAGER-PHARMAKA-KONJUGATE 

(57) Abstract: The invention relates to a carrier-drug conjugate comprising a carrier containing a polypeptide sequence having one 
O or several cysteine radicals and a pharmacon containing a pharmaceutical and/or diagnostic active substance, a spacer molecule and 
V) a tool binding group, whereby over 0.7 mol pharmacon per mol of cysteine radical is bound to the carrier by die thiol binding group. 
V) The invention also relates to a method for the production of said conjugate and to medicaments and diagnostic kits containing said 
J» conjugate. 

^ ( 57 ) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Trager-Pharmaka-Konjugate, umfassend einen Trager, enthaltend eine 
Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren Cystein-Resten, und ein Pharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder diagnos- 
© tisch Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, wobei pro Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol Pharmakon 
^ Ober die thiolbindende Gruppe an den Trager gebunden sind, sowie Verf ahren zu deren Herstellung und Arziieimittel und diagnosti- 
^ sche Kits, welche die Konjugate enthalten. 
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"Trager-Pharmaka-Konjugate" 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Trager-Pharmaka-Konjugate, sowie Verfahren 
zu deren Herstellung und Arzneimittel, welche die Konjugate enthalten. 

Der GroSteil der zur Zeit eingesetzten Pharmaka sind niedermolekulare Verbin- 
5 dungen und weisen nach systemischer Applikation eine hohe Plasma- sowie 
Gesamtclearance auf. Desweiteren dringen sie aufgrund von Diffusionsvorgan- 
gen in die Gewebestrukturen des Korpers ein und weisen in der Regel eine 
gleichma&ige Bioverteilung auf. Beide Eigenschaften fuhren dazu, dafc nur 
geringe Mengen des Pharmakons den Wirkort erreichen und das Pharmakon 
10 aufgrund seiner Verteilung auf das gesunde Gewebe des Korpers Nebenwirkun- 
gen hervorruft. Diese Nachteile sind besonders bei solchen Pharmaka ausge- 
pragt, die ein hohes zytotoxisches Potential besitzen, wie etwa Zytostatika Oder 
Immunsuppressiva. 
< 

1 5 Aus diesem Grund wird nach neuen Derivaten bzw. Formulierungen gesucht, die 
eine selektivere Therapie ermoglichen. Zu diesem Zwecke werden Chemoimmu- 
nokonjugate bzw. Protein- oder Polymerkonjugate, bestehend aus einer ge- 
eigneten Tragersubstanz und einem Pharmakon, entwickelt. 

20 Zum Stand der Technik auf diesem Gebiet sind Polymerkonjugate zu nennen, bei 
denen Zytostatika an Serumproteine, Antikorper, Wachstumsfaktoren, hormon- 
bzw. peptidahnliche Strukturen oder an synthetische Polymere gekoppelt sind 
(Magerstadt, M.: Antibody Conjugates and Malignant Disease, Library of Con- 
gress 1990; Seymour, L.W. Crit. Rev. Then Drug Carrier Sys. (1992), 5, 135- 

25 187; Maeda, H.; Matsumura, Y. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. (1989), 6, 

193-210). 
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Aus DE-A-41 22 210 sind Konjugate tumoraktiv r Verbindungen mit Albumin 
bekannt, wobei die tumoraktive Verbindung mit N-Hydroxysuccinimid und 
Carbodiimid aktiviert und das so erhaltene Gemisch direkt an das Tragerprotein 
gekoppelt wird. Nachteile dieser Konjugate liegen u.a. darin, dafc sie nicht in der 
erforderlichen hohen Reinheit gewonnen werden konnen, die native Struktur des 
Albumins aufgrund der Herstellungsverfahren oft nicht erhalten bleibt und das 
stochiometrische Verhaitnis von Pharmakon zu Albumin nicht konstant und 
schlecht reproduzierbar ist. Desweiteren ermoglichen es diese Konjugate nicht, 
dafc sie in geeigneter Weise im Zielgewebe bzw. in den Zielzellen freigesetzt 
werden konnen. 

Daher liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, neue Trager- 
Pharmaka-Konjugate bereitzustellen, welche die Nachteile der im Stand der 
Technik bekannten Konjugate uberwinden. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten Ausfuh- 
rungsformen der vorliegenden Erfindung gelost. 

Insbesondere wird ein Trager-Pharmakon-Konjugat bereitgestellt, umfassend 
einen Trager, enthaltend eine Polypeptidsequenz mit einem Oder mehreren 
Cystein-Resten, und ein Pharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder 
diagnostisch aktive Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, 
wobei pro Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol, vorzugsweise mindestens 0,9 
Mol, Pharmakon uber die thiolbindende Gruppe an den Trager gebunden sind. 
Der Ausdruck "pharmazeutisch aktive Substanz" bedeutet, daB die betreffende 
Substanz entweder selbst oder nach ihrer Umsetzung durch den Stoffwechel im 
jeweiligen Organismus eine pharmakologische Wirkung hervorruft und umfaBt 
somit auch die sich durch diese Umsetzungen ergebenden Derivate. Selbstver- 
standlich kann die pharmazeutisch aktive Substanz ein einzelnes (beispielsweise 
nur als Zytostatikum) oder ein breites (beispielsweise als Zytostatikum und als 
Antiphlogistikum usw.) pharmakologisches Wirkspektrum aufweisen. Der Aus- 
druck "diagnostisch wirksame Substanz" bedeutet, dafc die betreffende Substanz 
mittels geeigneter chemischer und/oder physikalischer MeRmethoden im Organis- 
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mus oder Teilen davon wie beispielsweise Zellen und/oder Flussigkeiten wie 
beispielsweise dem Serum nachweisbar, vorzugsweise auch quantifizierbar ist. 

Die Freisetzung der pharmazeutisch wirksamen Substanz ist bevorzugt, da in der 
Regel der niedermolekulare Wirkstoff mit dem Zielmolekul wechselwirken muB, 
urn seine pharmakologische Wirksamkeit zu entfalten. Bei diagnostisch wirk- 
samen Substanzen ist in der Regel eine Freisetzung des an das Traogermolekul 
gebundenen Diagnostikums nicht erforderlich, kann jedoch vorhanden sein. 
Erfindungsgemafc kann deshalb insbesondere eine diagnostisch wirksame Sug- 
stanz zusatz-lich uber eine im Korper nicht spaltbare Bindung an das Spacermole- 
kul oder direkt an die Tragermolekul-bindende Gruppe gebunden sein. 



GemaR einer bevorzugten Ausf uhrungsform des erfindungsgema&en Konjugats 
ist der Trager natives oder rekombinantes Albumin. 



Das Pharmakon bzw. das Pharmakonderivat im erfindungsgemaBen Konjugat laBt 
sich beispielsweise durch das folgende Schema darstellen (AS, pharmazeutisch 
und/oder diagnostisch aktive Substanz; SM, Spacermolekul; TG, thiolbindende 
Gruppe): 



AS 



SM 




Das erfindungsgemafce Konjugat stellt eine Transport- und/oder Depotform der 
pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz dar, die so gezielt bzw. 
in dosierter Form die Zielzellen bzw. das Zielgewebe des Pharmakons erreicht. 
Gegenuber den bisher bekannten Konjugaten konnen die Konjugate der vorlie- 
genden Erfindung in einer hoheren Reinheit gewonnen werden, die native Struk- 
tur des Tragers bl ibt erhalten und das stochiometrische Verhaltnis von Pharma- 
kon zu Trager ist konstant und reproduzierbar. 

Gegenuber den in DE-A-41 22 210 beschriebenen Alburnin-Zytostatika-Konjuga- 
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ten besitzt das erfindungsgemaBe Konjugat weiterhin den Vorteil, daB 2wischen 
der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und der thiolbinden- 
den Gruppe ein Spacermolekul vorhanden ist, das so maBgeschneidert ist, daB 
die pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktive Substanz oder ein entsprechen- 
des aktives Derivat hiervon im Zielgewebe bzw. in den Zielzellen hydrolytisch 
und/oder pH-abhangig und/oder enzymatisch freigesetzt werden kann. 

Trager wie beispielsweise Albumin bzw. deren Pharmaka-Konjugate weisen eine 
ausgesprochen lange Halbwertszeit im systemischen Kreislauf auf (bis zu 19 
Tage - Peters, T. Jr. (1985): Serum albumin. Adv. Protein. Chem. 37, 161-245). 
Aufgrund einer erhohten Permeabilitat von GefaBwanden des malignen, infizier- 
ten bzw. entzundeten Gewebes fur Makromolekule gelangt der Trager wie 
beispielsweise Serumalbumin bevorzugt in das Zielgewebe (Maeda, H.; Matsu- 
mura, Y. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. (1989), 6, 193-210). Dadurch kann 
ein an einen Trager, z.B. Albumin, gekoppelter Wirkstoff gezielter den Wirkort 
erreichen. Desweiteren verhindert das erfindungsgemaBe Trager-Pharmakon- 
Konjugat, das die pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktive Substanz in 
gesunde Gewebestrukturen des Korpers diffundiert oder uber die Niere eliminiert 
wird bzw. diese in dem MaBe schadigt wie die nicht gebundene pharmazeutisch 
und/oder diagnostisch aktive Substanz. Dadurch wird das pharmakokinetische 
Profil der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz verandert und 
verbessert, da die Wirkung der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven 
Substanz durch eine Anreicherung am Wirkort erhoht wird und gleichzeitig die 
toxischen Wirkungen auf gesunde Systeme des Korpers verringert werden. 

Das Konjugat der vorliegenden Erf indung besitzt eine ausgezeichnete Wasserlos- 
lichkeit. Desweiteren zeigt das erfindungsgemaBe Konjugat in vivo beispiels- 
weise eine verbesserte antitumorale Wirksamkeit gegenuber der ungebundenen 
pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Konjugats 
ist das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der pharmazeutisch 
und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul und/oder die 



WO 00/76550 



5 



PCT/EP00/05254 



Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul 
hydrolytisch und/oder pH-abhangig und/oder enzymatisch spaltbar. Vorzugs- 
weise enthalt das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der phar- 
mazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul 
und/oder die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacer- 
molekul mindestens eine saurelabile Bindung. Beispiele saurelabiler Bindungen 
sind Ester-, Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, Carboxylhydrazon-, Sulfonylhydra- 
zon und eine Tritylgruppe enthaltende Bindungen. Bindungen, die durch Hydroly- 
se unter Freisetzung der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz 
gespalten werden, sind beispielsweise Esterbindungen oder Metaflkomplex- 
verbindungen, wie sie bei Platin-Dicarboxylat-Komplexen vorliegen, wobei ein 
Diamindiaquo-Platin(ll)-Komplex freigesetzt wird. Beispiele fur im Korper nicht 
spaltbare Bindungen, die beispielsweise bei der Verknupfung zu einer diagno- 
stisch wirksamen Substanz vorliegen konnen, sind Amidbindungen, gesattigte 
und ungesattigte Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen oder Bindungen zwischen 
Kohlenstoff und einem Heteroatom, -C-X-, wobei X vorzugsweise O, N, S oder 
P 1st, 

Gemafc einer weiteren AusfCihrungsform des erfindungsgemaRen Konjugats 
enthalt das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der pharmazeu- 
tisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul und/oder 
die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul 
mindestens eine Peptidbindung. Vorzugsweise liegt die Peptidbindung innerhalb 
einer Peptidsequenz vor, welche mindestens eine Spaltsequenz einer Protease 
enthalt. Daher kann die mindestens eine Peptidbindung durch Einfugen einer 
Peptidsequenz in das Spacermolekul und/oder in die Verknupfung zwischen der 
pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul 
und/oder in die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem 
Spacermolekul realisiert werden, d.h. die jeweilige Verknupfung ist eine Peptid- 
bindung, und besteht vorzugsweise aus etwa 1 bis 30 Aminosauren. Die Peptid- 
sequenz ist dabei vorzugsweise auf die Substratspezifitat bestimmter korp r- 
eigener Enzyme oder von Enzymen zugeschnitten, die in Mikroorganismen 
vorkommen bzw. von diesen gebild t werden. Dadurch wird die Peptidsequenz 
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oder ein Teil dies r Sequenz im Korper von den Enzymen erkannt und das Peptid 
gespalten. 

Die Enzyme sind beispielsweise Proteasen und Peptidasen, z.B. Matrix-Metallo- 
proteasen (MMP), Cysteinproteasen, Serinproteasen und Plasminaktivatoren, die 
bei Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder Krebs verstarkt gebildet oder 
aktiviert sind, was zum exzessiven Gewebeabbau, zu Entzundungen und zur 
Metastasierung fuhrt. Targetenzyme sind insbesondere MMP 2, MMP 3 und 
MMP 9, die als Proteasen bei den genannten pathologischen Prozessen beteiligt 
sind (Vassalli, J., Pepper, M.S. (1994), Nature 370, 14-15, Brown, P.D. (1995), 
Advan. Enzyme ReguL 35, 291-301). 

Weitere Proteasen, die Targetenzyme fur Konjugate der vorliegenden Erfindung 
darstellen, sind Cathepsine, insbesondere Cathepsin B und H, die als Schlussel- 
enzyme bei entzundlichen und malignen Erkrankungen identifiziert worden sind 
(T. T. Lah et al. (1998), Biol. Chem. 379, 125-301). 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen Konjugats 
enthalt das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der pharmazeu- 
tisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul und/oder 
die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul 
mindestens eine Bindung, die enzymatisch spaltbar ist, aber nicht aus einer 
Peptidbindung besteht. Beispiele sind Carbamatbindungen, bei denen durch 
Spaltung mit krankheitsspezifischen Enzymen, z.B. Glutathion-S-Transferasen, 
Glucuronidasen, Galactosidasen, der Wirkstoff oder ein Wirkstoffderivat freige- 
setzt wird. Es ist auch ohne weiteres moglich, dass eine enzymatisch spaltbare 
Bindung aus einer Peptidsequenz und einer der vorstehend genannten Bindun- 
gen, die keine Peptidbindung ist, aufgebaut ist. 

Alle genannten Bindungstypen - hydrolytisch spaltbare Bindung, saurelabile 
Bindung, P ptidbindung, enzymatisch spaltbar Bindung, die keine Peptidbindung 
enthalt, und eine Bindung, die aus einer Peptidsequenz und einer nicht-Peptidbin- 
dung aufgebaut ist - gewahrl ist n, da& die pharmazeutisch und/oder diagno- 
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stisch wirksame Substanz oder ein entsprechend aktives Derivat am Wirkort 
extrazellular und/oder intrazellular gespalten wird und die Substanz seine phar- 
mazeutische und/oder diagnostische Wirkung entfalten kann. 



Gemafc einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die pharmazeutisch aktive Sub- 
stanz ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, ein Antirheumati- 
kum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein Analgetikum, ein Virostatikum 
oder ein Antimyotikum. Besonders geeignete Zytostatika der Konjugate der 
vorliegenden Erfindung sind die N-Nitrosoharnstoffe wie Nimustin, die Anthra- 
zykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mitoxantron und 
Ametantron sowie verwandte Derivate, die Alkylantien Chlorambucil, Bendamu- 
stin, Melphalan und Oxazaphosphorine sowie verwandte Derivate, die Antimeta- 
bolite, beispielsweise Purin- oder Pyrimidinantagonisten und Folsaureantago- 
nisten wie Methotrexat, 5-Fluorouracil, 5 '-Desoxy-5-fluorouridin und Thioguanin 
sowie verwandte Derivate, die Taxane Paclitaxel und Docetaxel sowie verwandte 
Derivate, die Camptothecine Topotecan, Irinotecan, 9-Aminocamptothecin und 
Camptothecin sowie verwandte Derivate, die Podophyllotoxinderivate Etoposid, 
Teniposid und Mitopodozid sowie verwandte Derivate, die Vinca-Alkaloide 
Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin sowie verwandte Derivate, Call- 
cheamicine, Maytansinoide und c/s-konfigurierte Platin(ll)-Komplexverbindungen 
der allgemeinen Formeln I bis XII: 




Formel I 



Formel II 



Formel III 
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wobei X das Spacermolekul oder die thioibindende Gruppe ist. 

Besonders geeignete Zytokine in Konjugaten der vorliegenden Erfindung sind 
beispielsweise Interleukin 2, Interferon a-2a. Interferon a-2b, Interferon £-1a. 
Interferon 0-1 b, Interferon K-1b und verwandte Derivate. Die verwendeten 
Zytokine sind i.d.R. gentechnisch hergestellte Arzneimittel. 

Besonders geeignete Immunsuppresiva in Konjugaten der vorliegenden Erfindung 
sind beispielsweise Cyclosporin A, FK 506 und verwandte Derivate. 

Besonders geeignete Antirheumatika in Konjugaten der vorliegenden Erfindung 
sind beispi Isweise Methotrexat, Sulfasalazin, Chloroquin und verwandte Deri- 
vate. 
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Besonders geeignete Antiphlogistika und/oder Analgetika in Konjugaten der 
vorliegenden Erfindung sind beispielsweise Salicylsaurederivate, wie etwa 
Acetylsalicylsaure und verwandte Derivate, Pharmaka-Derivate, die eine Essig- 
oder Propionsauregruppe aufweisen, wie etwa Diclofenac bzw. Indometacin oder 
Ibuprofen bzw. Naproxen, und Aminophenolderivate, wie etwa Paracetamol. 

Besonders geeignete Antimyotika in Konjugaten der vorliegenden Erfindung sind 
beispielsweise Amphotericin B und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Virostatika in Konjugaten der vorliegenden Erfindung sind beispiels- 
weise Nukleosidanaloga, wie Aciclovir, Ganciclovir, Idoxuridin, Ribavirin, Vi- 
daribin, Zidovudin, Didanosin und 2',3'-Didesoxycytidin (ddC) und verwandte 
Derivate sowie Amantadin. 

Bevorzugte Antibiotika im erfindungsgemafcen Konjugat sind Sulfonamide, 
beispielsweise Sulanilamid, Sulfacarbamid und Sulfametoxydiazin und verwandte 
Derivate, Penicelline, beispielsweise 6-Arninopenicillansaure, Penicellin G sowie 
Penicellin V und verwandte Derivate, Isoxazoylpenicelline, wie Oxacillin, Cloxa- 
cillin und Flucloxacillin sowie verwandte Derivate, a-substituierte Benzylpenicelli- 
ne, wie Ampicillin, Carbenicillin, Pivampicillin, Amoxicillin und verwandte Deri- 
vate, Acylarninopenicelline, beispielsweise Mezlocillin, Azlocillin, Piperacillin, 
Apalicillin und verwandte Derviate, Amidinopenicilline, beispielsweise Mecillinam, 
atypische /?-Lactame, wie Imipenam und Aztreonam, Cephalosporine, beispiels- 
weise Cefalexin, Cefradin, Cefaclor, Cefadroxil, Cefixim, Cefpodoxim, Cefazolin, 
Cefazedon, Cefuroxim, Cefamandol, Cefotiam, Cefoxitin, Cefotetan, Cefmetazol, 
Latamoxef, Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftizoxim, Cefmonoxim, Ceftazidim, Cefsu- 
lodin und Cefoperazon sowie verwandte Derivate, Tetracycline, wie Tetracyclin, 
Chlortetracyclin, Oxytetracyclin, Demeclocyclin, Rolitetracyclin, Doxycyclin, 
Minocyclin und verwandte Derivate, Chloramphenicole, wie Chloramphenicol 
und Thiamphenicol sowie verwandte Derivate, Gyrasehemmstoffe, beispiels- 
weise Nalixidinsaure, Pipemidsaure, Norfloxacin, Ofloxacin, Ciprofloxacin und 
Enoxacin sowie verwandte Derivate, und Tuberkulos mitt I, wie Iso-niazid und 
verwandte Derivate. 
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Selbstverstandlich kann im erfindungsgema&en Konjugat pro Mol eine einzelne 
Pharmakonspezies (beispielsweise ein Pharmakon mit einem Zytostatikum als 
pharmazeutisch aktiver Substanz) oder unterschiedliche Pharmakonspezies 
(beispielsweise mehrere unterschiedliche Zytostatika oder ein Zytostatikum und 
ein Antiphlogistikum usw. als pharmazeutisch aktive Substanz) gebunden vorlie- 
gen. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen 
Konjugats umfa&t das Spacermolekul einen substituierten oder unsubstituierten, 
verzweigt- oder unverzweigtkettigen aliphatischen Alkylrest mit 1 bis 1 2 Kohlen- 
stoffatomen und/oder mindestens einen substituierten oder unsubstituierten 
Arylrest und/oder einen aliphatischen Kohlenstoffring mit 3 bis 1 2 Kohlenstoff- 
atomen. Der aliphatische Alkylrest enthalt vorzugsweise 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atome, die teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen, um beispiels- 
weise die Wasserloslichkeit zu erhohen, wobei sich solche Reste vorzugsweise 
von einer Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidkette ableiten. Besonders ge- 
eignete Reste, die von Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidketten abgeleitet 
sind, umfassen beispielsweise Di-ethylenglycol-, Triethylenglycol- und Dipropy- 
lenglycolketten. Ein bevorzugter Arylrest ist ein unsubstituierter oder substituier- 
ter Phenylrest, bei welchem ebenfalls ein oder mehrere Kohlenstoffatome durch 
Heteroatome ersetzt sein konnen. Bevorzugte Substituenten des aliphatischen 
Alkylrests bzw. des Arylrests sind hydrophile Gruppen, wie Sulfonsaure-, Amino- 
alkyl- und Hydroxygruppen. 

Bevorzugte diagnostisch wirksame Substanzen des erfindungsgemaSen Konju- 
gats enthalten beispielsweise ein oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere 
Radionuklide umfassende, vorzugsweise solche Radionuklide komplexierende 
Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, ein oder mehrere NMR-Kontrast- 
mittel, eine oder mehrere fluoreszierende Verbindung(en) oder ein oder mehrere 
Kontrastmittel im nahen IR-Bereich. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Konju- 
gats umfaBt die thiolbind nde Gruppe eine Maleinimidgruppe, eine Halogenaceta- 



WO 00/76550 PCT/EP00/05254 

1 1 

midgruppe, eine Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine Vinyl- 
carbonylgruppe, eine Aziridingruppe, eine Disulfidgruppe oder eine Acetylen- 
gruppe, die gegebenenfalls substituiert sind. 

5 Das Pharmakon oder Pharmakaderivat der erfindungsgema&en Konjugate kann 
je nach der vorliegenden funktionellen Gruppe gemaS einer der folgenden all- 
gemeinen Beschreibungen hergestellt werden. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaSen Konjugate, die eine 
10 HOOC-Gruppe besitzen, konnen beispieisweise folgendermafcen derivatisiert 
werden: 



15 



AS 



— COOH + HO- SM 



TG 



AS 



O 

— c— o— I SM H TG 



Die Veresterung erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Verfahren. 



20 Es ist weiterhin moglich, die HOOC-Gruppe in eine Hydrazidgruppe zu uberfuh- 
ren, z.B. durch Umsetzen mit tert.-Alkylcarbazaten und anschlie&ende Spaltung 
mit Sauren (beschrieben in DE-A-196 36 889), und das eine Hydrazidgruppe 
aufweisende Pharmakon mit einer eine Carbonylkomponente enthaltenden 
Gruppe, bestehend aus der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul, 

25 umzusetzen, wie u.a. in DE-A-196 36 889 beschrieben ist: 



AS 



— •C— NH — NH 2 + R C — |~SM KTG" 



AS 



— C-NH-N=C- H SM KTG~| 



30 



R = H, Alky!. Phenyl, substituiertes Phenyl 



Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
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H 2 N-Gruppe besitzen, konnen beispielsweise folgendermaSen derivatisiert wer- 
den: 



AS 



— NHj + R — C H SM H TG 



AS 



•N— C — \SM j - fTG 



R = H, Alkyl, Phenyl, substituiertes Phenyl 

Die Reaktion zu den Iminderivaten erfolgt dabei durch im Stand der Technik 
bekannte Verfahren. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaSen Konjugate, die eine 
HO-Gruppe besitzen, konnen beispielsweise folgendermafSen derivatisiert wer- 
den: 



HasI-oh + ho-cHjOI] — [as|-o-c-OEH1] 



Die Veresterung erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Verfahren. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
Carbonylkomponente besitzen, konnen beispielsweise folgendermalXen deri- 
vatisiert werden: 



AS 



— c=o + 



h.n- nh -c 4~sm~Htg1 



AS 



? o 

-C=0 + H,N.NH-S- T SM HTG | 

O 



z 

I 



AS 



— C=N— NH-C 1 SM HTG I 



O 
II 



AS|— C=N-NH— S 1 SM HTG| 

O 



[~AS] — C=Q + H^N-NH — [~SM H "TG~] — | AS |— C=N-NH H-g^L- KlSJ 



AS 



-c=o 



h,n — I sm Ktg~1— [~as| ~-c=n- h sm KtgI 



Z = chemische Gruppe der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz 
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Die Umsetzung zu den Carboxyhydrazon-, Sulfonylhydrazon-, Hydrazon- bzw. 
Iminderivaten erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Verfahren. 

Es ist weiterhin moglich, eine HO-Gruppe oder eine NH 2 -Gruppe einer pharma- 
5 zeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz in eine Carbonylkomponente zu 
uberfuhren, beispielsweise duch eine Veresterung bzw. Amidbildung mit einer 
Carbonsaue-tragenden Carbonylkomponente gemafc den folgenden allgemeinen 
Reaktionsschemata, 



10 



o 
1 1 



AS — OH + HO C — R 



Ri 



| AS h °— 



o ,o 
II // 

C — R — <f 



I AS | — NH 2 + HO— C R— C ^ | AS [-NH-C— R-C^ 

15 

wobei R eine aliphatische Kohlenstoffkette und/oder ein aiiphatischer Kohlen- 
stoffring und/oder ein Aromat und = Alkyl, eine unsubstituierte Phenyl- 
gruppe oder ein substituierter Phenylrest ist. R besteht vorzugsweise aus 1 bis 
12 Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls substituiert, beispielsweise durch 
20 hydrophile Gruppen wie Sulfonsaure-, Aminoalkyl- oder Hydroxygruppen, sein 
konnen. Der Aromat ist vorzugsweise ein Benzolring, der gegebenenfalls sub- 
stituiert sein kann. Bevorzugte Substituenten sind beispielsweise die vorstehend 
genannten hydrophilen Gruppen. 



25 Die Carbonylkomponente kann des weiteren durch andere chemische Reaktionen 
eingefuhrt werden, beispielsweise durch eine elektrophile Substitution an der 
HO- oder NH 2 -Gruppe des Wirkstoffs mit einer geeigneten Carbonylkomponente. 

Die derart derivatisierten Pharmaka, die nunmer eine Carbonylkomponente 
30 aufweisen, werden analog zu den vorstehend beschriebenen Verfahren mit den 
Tragermolekul-bindenden Spacermolekulen, die eine Amino-, Hydrazid- oder 
Hydrazingruppe aufweisen, zu den entsprechenden Carboxylhydrazon-, Sulfonyl- 
hydrazon-, Hydrazon- bzw. Iminderivaten umgesetzt. Die Spaltung dieser saure- 
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labilen Bindungen fuhrt demnach zu einer Freisetzung der derivatisierten pharma- 
zeutisch und/oder dtagnostisch aktiven Substanz, die eine Carbonylkomponente 
aufweist. 

Die Gruppen, die aus der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul beste- 
hen, konnen beispielsweise gemali Verfahren, die u.a. in DE-A-196 36 889, U. 
Beyer et aL, 1997 (Chemical Monthly, 128, 91, 1997), R.S. Greenfield et aL, 
1990 (Cancer Res., 50, 6600, 1990), T. Kaneko et al., 1991 (Bioconjugate 
Chem., 2, 133, 1991), Bioconjugate Techniques (G.T. Hermanson, Academic 
Press, 1996) oder im US-Patent 4,251,445 beschrieben sind, hergestellt wer- 
den. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemafcen Konjugate, die eine 
Peptidbindung enthalten, konnen beispielsweise dadurch hergestellt werden, daS 
ein Peptid, das aus 2 bis etwa 30 Aminosauren besteht, mit einer thiolbindenden 
Verbindung umgesetzt wird, so daB eine thiolbindende Gruppe direkt oder uber 
ein Spacermolekul am N-terminalen Ende des Peptids eingefuhrt wird. Die 
Synthese von solchen Tragermolekul-bindenden Peptidderivaten erf olgt vorzugs- 
weise durch eine einem Fachmann bekannte Festphasensynthese, wobei im 
letzten Schritt des Peptidaufbaus ein Carbonsaure-tragendes, Tragermolekul- 
bindendes Spacermolekul, z.B. eine Maleinimidcarbonsaure, durch Peptidkopp- 
lung an das N-terminale Ende der Peptids gebunden und das Tragermolekul- 
bindende Peptid anschliefcend von der Festphase abgespalten wird. 

Die so erhaltenen Peptidderivate konnen mit Pharmaka oder Pharmakaderivaten, 
die eine H 2 N- oder HO-Gruppe besitzen, in der Gegenwart eines Kondensations- 
mittels, wie zum Beispiel N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N- 
Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid-metho-p-toluol-sulfonat (CMC) 
oder (BenzotriazoNI-yloxy)-trispyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat 
(pyBOP) oder Benzotriazol-N,N,N',N f -tetramethyluroniumhexafluorophosphat, 
und gegebenenfalls unter Zusatz von N-Hydroxysuccinimid oder eines wasserlds- 
lichen N-Hydroxysuccinimids, wie etwa des Natriumsalzes der N-Hydroxysuccini- 
mid-3-sulfonsaure, oder 1-Hydroxybenzotriazol und/oder in Gegenwart einer 
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Base, beispielsweise N-Methylmorpholin oder Triethylamin, zu den entsprechen- 
den thiolbindenden Pharmaka-Peptidderivaten umgesetzt werden: 



AS 



— NH 2 + HOOc HPeptidVl SM hfTG 



AS 



o 

n 

-NH — C* 



Peptid K^TTfTG 



AS 



— NH t + hooc HPeptidKTG I Qa|]— nh— c | Peptid KtgI 



AS | — oh + hoo< H Peptid H SM THTG I 



AS 



\ — c 1 Peptid K ^LJ ^TGl 



AS]— oh + hooc - | Peptid H ZE ^ I AS|— O — c 1 Peptid H jgQ 



Es ist weiterhin moglich, uber die HOOC-Gruppe der Pharmaka der erfindungs- 
gemafien Konjugate eine H 2 N- oder HO-Gruppe einzufuhren, beispielsweise durch 
Derivatisierung uber die a-Aminogruppe der Aminosauren Lysin, Serin oder 
Threonin oder mit einer Diaminoverbindung der ailgemeinen Formel 
H 2 N — (CH 2 ) n — NH 2 oder einem Alkoholamin der ailgemeinen Formel 
H 2 N — (CH 2 ) n — OH mit n = 1 bis 12, und diese Derivate im AnschluB mit den 
oben genannten Peptidderivaten zu den entsprechenden thiolbindenden Pharma- 
ka-Peptidderivaten umzusetzen: 
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~AS]— C-HMH— {CHAHMHa + HOOc HPeptidH SM h f 
^ Oder -OH 



-=S= : . | AS | — C — NH— (CH^Jn NH— C — |PeptidH ~ SM H TG j 

oder-O- 



"AS]— C— NH— (CH^-NHz + HOOC ^PeptidjiJGj 

Oder -OH 



"AS]— C— NH— (CH^ NH— C— fPepUdHrc" 



oder-O- 



^^sj — C — NH — [^j — NHj + HQOc HPeptidH SM \Jtg1 
~~ Oder -OH 



\J w 

|"~AS~j — c— NH — (aT~-nh— c — [Peptidj- H SM I-TtgI 

oder-O- 



]as|— c— nh-Q— NH 2 + HOOc HPeptidK lgJ 
Oder -OH 

O O 
^ r I AS [ — C — NH— Ta~1 — NH— C— |Peptid H TG | 

oder-O- 



A = Lysin. Serin oderThreonin 



Die Substratspezifitat von Targetenzymen, wie etwa von MMP 2, MMP 3, MMP 
9, Cathepsin B und H, ist bekannt (Netzel-Arnett et al. {1993), Biochemistry 32, 
6427-6432, Shuja, S., Sheahan, K., Murname, M.J. (1991) , int. J. Cancer 49, 
341-346, Lah, T.T., Kos, J. (1998), Biol. Chem. 379, 125-130). 

Beispielsweise sind Octapeptide {P 4 - P' 4 ) fur MMP 2 und MMP 9 {siehe Tabelle 
1) identifiziert worden, welche die Spaltsequenz der Koliagenkette simulieren, 
und b sonders effizient von MMP 2 und 9 gespalten werden {Aminosauren sind 
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im folgenden entsprechend dem internationalen Dreibuchstabencode abgekurzt): 
Tabelle 1 : 

Peptid 

P 4 P 3 P 2 P, P% P% P\ 

Gly-Pro-Leu-Gly— Ile-Ala-Gly-Gln 
Gly-Pro-Gln-Gly— Ile-Trp-Gly-Gln 

(Netzel-Arnett et a!., Biochemistry 32, 1993, 6427-6432) 

Die Peptide werden ausschlie&lich an der P, - PVBindung enzymatisch gespal- 
ten, 

Desweiteren sind bei Cathepsin B substratspezifische Peptide bekannt mit der 
Sequenz -Gly-Phe-Leu-Gly-, -Gly-Phe-Ala-Leu-, -Ala-Leu-Ala-Leu-, -Arg-Arg- oder 
-Phe-Lys- (Werle, B., Ebert, E., Klein, W., Spiess, E. (1995), Biol. Chem. Hoppe- 
Seyler 376, 157-164; Ulricht, B., Spiess, E., Schwartz-Albiez, FL, Ebert, W. 
(1995), Biol. Chem. Hoppe-Sey/er 376, 404-414). 

Die Peptidsequenz, welche die fur das Targetenzym relevante Peptidsollbruch- 
stelle enthalt, kann auch so aufgebaut sein, daS die Peptidsollbruchstelle mehr- 
fach wiederholt wird, wie beispielsweise durch: 

-Gly-Pro-Leu-Gly — Ue-Ala-GIy-Gln-Gly-Pro-Leu-Gly— lle-Ala-Gly-GIn 

oder 

-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys- 

oder es kann eine repetitive Peptidsequenz integriert werden, die den Abstand 
zwischen der thiolbindenden Gruppe und der relevanten Peptidsollbruchstelle 
vergroBert, wie beispielsweise durch: 
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mit vorzugsweise n = 2 bis 20, mehr bevorzugt n < 1 2. 



Ein wichtiges Merkmal dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgema&en Konju- 
gats ist die Tatsache, daB die fur das jeweilige Targetenzym relevante Peptidsoll- 
bruchstelle mindestens einmal in einem Oligopeptid, bestehend aus etwa 1 bis 
30 Aminosauren, vorkommt. Die oben aufgefuhrten Oligopeptide sind represen- 
tative Betspiele fiir die enzymatisch spaltbare Bindung in den erfindungsgemaSen 
Konjugaten und schranken die Erfindung nicht ein. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaSen Konjugate, die ein 
Zytokin enthalten, konnen beispielsweise dadurch hergestellt werden, daB das 
Zytokin mit einem eine thiolbindende Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das 
eine Carbonsaure oder eine aktivierte Carbonsaure aufweist, umgesetzt wird: 




Weist das Spacermolekul eine N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe (N-Hydrox- 
ysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure, Natriumsalz) auf, wird es 
direkt mit dem Zytokin umgesetzt. Die Umsetzung des Zytokins mit einem eine 
thiolbindende Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das eine Carbonsaure auf- 
weist, rfolgt in der Gegenwart eines Kondensationsmittels, wie zum Beispiel 
N.N '-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)- 
carbodiimid-metho-p-toluolsulfonat (CMC), und gegebenenfalls unterZusatz von 
N-Hydroxysuccinimid oder dem Natriumsalz der N-Hydroxysuccinimid-3-sulfon- 
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saure, zu den entsprechenden thiolbindenden Zytokinderivaten. Die Aufreinigung 
der so derivatisierten Zytokine erfolgt in d r Regel mit Hilfe der AusschluB- 
chromatographie. Die oben beschriebenen Umsetzungen sind einem Fachmann 
gelaufig (siehe z.B. Bioconjugate Techniques, G.T. Hermanson, Academic Press, 
1996). 

Die oben beschriebenen Pharmaka oder Pharmakaderivate werden an einen 
Trager, enthaltend eine Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren Cystein- 
Resten wie beispielsweise natives oder rekombinantes Albumin, gekoppelt, so 
date im erfindungsgemaBen Konjugat pro Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol, 
vorzugsweise mindestens 0,9 Mol, Pharmakon uber die thiolbindende Gruppe an 
den Trager gebunden sind. Enthalt die Polypeptidsequenz des Tragers n (bei- 
spielsweise 3) Cystein-Reste, so bedeutet dies, dafc 1 Mol dieses Tragers n 
(beispielsweise 3) Mol Cystein-Reste enthalt und daher pro Mol des entsprechen- 
den Konjugats maximal n (beispielsweise 3) Mol Pharmakon an den Trager 
gebunden vorliegen konnen. Im Idealfall sind im erfindungsgema&en Konjugat 
daher 100% der im Trager vorhandenen Cystein-Reste uber die thiolbindende 
Gruppe mit einem Pharmakon verbunden. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft somit ein 
Verfahren zur Herstellung eines wie oben definierten Konjugats, umfassend 

(i) Behandlung des Tragers mit einem Reduktionsmittel, so daB mehr als 
0,7 Mol, vorzugsweise mindestens 0,9 Mol, Cystein-SH-Gruppen pro 
Mol Cystein-Rest im Trager vorliegen und 

(ii) Kopplung des Pharmakons uber die thiolbindende Gruppe an die Cystein- 
SH-Gruppen im Trager. 

In einer bervorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemafcen Verfahrens ist 
das zur Behandlung des Tragers verwendete Reduktionsmittel Dithiothreitol 
(DTT), Dithioerythritol (DTE) oder Mercaptoethanol. Das besonders bevorzugte 
Reduktionsmittel ist DTT. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren beruht auf d r Erkenntnis, daS die im Stand 
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der Technik bekannten Trager in einem inhomogenen Oxidationsstatus vorliegen. 
Beispielsweise lassen sich irn Fall des im Handel erhaltlichen nativen Albumins in 
der Regel mit dem photometrischen Essay nach Ellmann = 0,2 bis 0,7 Mol HS- 
Gruppen pro Mol Cystein-Reste im Albumin nachweisen, d.h. das Cystein-34 ist 
haufig durch schwefelhaltige Verbindungen, wie etwa Cystein oder Glutathion, 
uber eine Disulfidbindung oxidiert. Das bedeutet, daB die im Albumin vorhande- 
nen Cystein-SH-Gruppen zumindest haufig nicht frei vorliegen, was bisher dazu 
fuhrte, dafc die Ausbeute an hergestellten Konjugaten zu gering und/oder stark 
schwankend von Albumin- zu Albumincharge war. 

Erf indungsgemaB wurde festgestellt, dafc im Handel erhaltliche Trager mit einem 
Reduktionsmittei behandelt werden kdnnen, wobei die durch Disulfidbindungen 
oxidierten Cysteingruppen reduziert werden, so daS mehr als 0,7 Mol Cystein- 
SH-Gruppen pro Mol Cystein-Reste im Trager vorliegen. Die Reaktion wird 
vorzugsweise so gesteuert, dafc mindestens 0,9 Mol Cystein-SH-Gruppen pro 
Mol Cystein-Rest im Trager verfugbar werden. 

Die Umsetzung des Reduktionsmittels mit einem im Handel erhaltlichen Trager, 
z.B. Albumin, erfolgt beispielsweise in einem Salzpuffer, z.B. in 0,01 M Natrium- 
borat, 0,15 M NaCI, 0,001 M EDTA oder 0,15 M NaCI, 0,004 M Phosphat in 
einem pH-Bereich von 5,0 bis 8,0, vorzugweise von 6,0 bis 7,0. Das Reduk- 
tionsmittei kann im UberschuS eingesetzt werden, vorzugsweise ist das Verhalt- 
nis von Reduktionsmittei zu Trager zwischen 0,5:1 und 10:1. Die Reaktionszeit 
betragt zwischen 1 h und 96 h, vorzugsweise zwischen 6 h und 24 h. 

Der mit dem Reduktionsmittei behandelte Trager wird z.B. durch Gelfiltration 
(beispielsweise Sephadex® G10 oder G25, Laufmittel: 0,004 M Phosphat, 0,15 
M NaCI - pH 7,4) oder durch Ultrafiltration isoliert. 

Die Konzentration an Trager nach erfolgter Gelfiltration wird durch den Extink- 
tionskoeffizienten bei 280 nm, die Anzahl der eingefuhrten HS-Gruppen wird mit 
Ellmann 's Reagenz bei 412 nm bestimmt. Die so isolierte Tragerlosung kann 
direkt fur die Synthese der Konjugate eingesetzt werden. Es ist auch nrTglich, 
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die Tragerlosung mit einem handelsublichen Konzentrator aufzukonzentrieren 
oder zu lyophilisieren. Die isolierte Tragerlosung oder das Lyophilisat kann im 
Temperaturbereich von -78 bis +30 °C gelagert werden. 

5 Die Kopplung der oben beschriebenen Pharmakaderivate an den Trager erfolgt 
beispielsweise bei Raumtemperatur. Dabei wird zu dem Trager, der sich in einem 
Salzpuffer (beispielsweise 0,15 M NaCI - pH 6,0 bis 8,0), der eventuell vorher 
entgast wurde, befindet, ein etwa 1,1- bis 10-facher OberschuB des wie oben 
beschrieben hergestellten Pharmakons (bezogen auf die Anzahl der vorhandenen 

10 HS-Gruppen im Trager), gelost in einer minimalen Menge Losungsmittel, bei- 
spielsweise DMF, Dimethylsulfoxid, Wasser, Salzpuffer, Ethanol, Methanol, 
Propylenglykol, Glycerin, Acetonitril oder THF (etwa 1 bis 10% des Volumens 
der Tragerprobe), gegeben. Es ist auch moglich, das Pharmakon als Festsubstanz 
zur Tragerlosung zu geben. Desweiteren kann es vorteilhaft sein, vor der Kopp- 

1 5 lung einen Hilfsstoff , wie etwa eine Fettsaure oder ein Tryptophonatderivat, zur 
Tragerlosung zu geben. Nach einer Reaktionszeit zwischen 5 min und 48 h wird 
die Losung, falls erforderlich, zentrifugiert, und das gebildete Trager-Pharmakon- 
Konjugat wird durch anschlie&ende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex® G10 
oder G25) in einem Salzpuffer, wie etwa 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCI - pH 

20 6,0 bis 8,0, isoliert. 

Die Reinheit des entstandenen Konjugats kann beispielsweise durch HPLC, z.B. 
durch AuBschluBchromatographie, uberpruft werden. Im Gegensatz zu herkomm- 
lichen Konjugaten weisen die gemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
25 erf indungsgemafcen Verfahren hergestellten Konjugate eine Reinheit von mehr als 
95% auf. 

Die Losung des so erhaltenen Konjugats kann mit einem handelsiiblichen Kon- 
zentrator aufkonzentriert werden. Die Konjugate konnen in geldster Form bei + 1 
30 bis + 30 °C oder in gefrorener Form bei T = 0 °C bis -78 °C gelag rt werden. 

Desweiteren ist es moglich, die Losung der Konjugate zu lyophilisieren und das 
Lyophilisat bei +30° bis -78 °C zu lagern. 
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Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft ein Arznei- 

mittel, enthaltend ein wie oben definiertes Konjugat, und gegebenenfalls einen 

pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder Hilfsstoff und/oder ein Verdun- 

nungsmittel. Das erfindungsgemalSe Arzneimittel kann bevorzugt zur Behandlung 

vonKrebskrankheiten,Autoimmunerkrankungen,akutenoderch^ 

lichen Erkrankungen und Erkrankungen, die durch Viren oder Mikroorganismen 

wie beispielsweise Bakterien und/oder Pilze verursacht sind, verwendet werden. 

Noch eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft einen 
diagnostischen Kit, enthaltend ein wie oben definiertes Konjugat. Der erfindungs- 
gemafce diagnostische Kit kann bevorzugt zum Nachweis der wie vorstehend 
definierten Erkrankungen und/oder zum Nachweis von Molekulen des Tragers 
und/oder deren Verteilung im Korper verwendet werden. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1 (A) ist ein HPLC-Chromatogramm eines erfindungsgemafcen Konjugats 
(A-DOXO-HYD-C). Es ist die Absorption bei 495 nm gegen die Reten- 
tionszeit in min aufgetragen. (B) ist das entsprechende HPLC-Chromato- 
gramm von im Handel erhaltlichem nativem Albumin (Immuno GmbH). 

Fig. 2 zeigt HPLC-Chromatogramme (AusschluBchromatographie-Saule Biosil 
250 SEC der Fa. Biorad) eines erfindungsgemaBen Konjugats {HSA- 
Cys^-Z), welches durch die Matrixmetalloprotease MMP 9 spaltbar ist. 
Es ist jeweils die Absorption bei 495 nm gegen die Retentionszeit in min 
aufgetragen. (A) Chromatogramm des Konjugats HSA-Cys 34 ^ vor der 
Inkubation mit MMP 9 (t = 0). (B) Chromatogramm des Konjugats HSA- 
Cys 34 -2 nach der Inkubation mit MMP 9 fur 30 min (t = 30 min). 

Fig. 3 zeigt die graphische Darstellung der Gewichte und Volumen von Nieren 
und Nierentumoren (A) sowie der Gewichte von Lungen und die Anzahl 
der Lungenmetastasen (B) von Mausen, bei denen ein Nierenkarzinom 
erzeugt wurde, und die den angebenen Behandlungen ausgesetzt wur- 
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den (Kontrolle: keine Behandlung; Albumin-Kontrolle: natives Albumin; 
Doxo: Doxorubicin; A-DOXO-HYD-C: erfindungsgemafces Konjugat). Zum 
Vergleich sind auch die Daten fur Mause, denen keine Tumorzellen 
injiziert wurden, abgebildet (kein Tumor). 

5 

Das folgende Beispiel erlautert die vorliegende Erfindung naher, ohne sie ein- 
zuschranken. 

BEISPIEL 

10 

Umsetzung von humanem Serumaibumin (HSA) mit Dithiothreitol (DTT) 

Das Verfahren fur die Behandlung von HSA mit einem Reduktionsmittel wird 
durch folgendes Beispiel genauer dargestellt: 2,0 g humanes Serumaibumin (10 

1 5 ml einer 20%igen HSA-L6sung, Pharma Dessau) wird mit 10 ml Puffer A (0,004 
M Natriumphosphat, 0,1 5 M NaCI - pH 7,0) verdiinnt und mit 1 00 jj\ einer frisch 
hergestellten 0,036 x 10~ 2 M DTT-L6sung (5,55 mg DTT gelost in 100 //I Puffer 
A) versetzt und das Reaktionsgef ali sanft unter Luftausschluss wahrend 1 6 h bei 
Raumptemperatur geschuttelt. Anschlieftend wird die Albuminlosung durch 

20 Gelfiltration (Saule 5,0 cm x 25,0 cm, Sephadex® G.25; Laufpuffer 0,004 M 
Natriumphosphat, 0,15 M NaCI - pH 7,4) aufgereinigt. Die Proteinkonzentration 
nach erfolgter Gelfiltration wurde photometrisch bei 280 nm (e(HSA)280 = ^5 
700 M" 1 cm" 1 - c[HSA] • 3,1 x 10" 4 M) und die Anzahl der eingefuhrten HS- 
Gruppen mit Ellmanns Reagenz bei 412 nm (^412 = 13 600 M' 1 cm" 1 - c[HS- 

25 Gruppen] ~ 3,07 x 10~ 4 M) bestimmt. Daher liegen im so behandelten HSA 
0,99 Mol freie Cystein-SH-Gruppen pro Mol Cystein-Rest vor. Das behandelte 
HSA wurde auf etwa 1,0x1 0"^ M eingeengt (Centriprep-1 0*) und direkt fur die 
unten aufgefuhrte Kopplungsreaktion mit einem thiolbindenden Pharmakon der 
vorliegenden Erfindung verwendet. 

30 

Herst Hung des erfindungsgemaBen Konjugats A-DOXO-HYD-C 

Das HSA-Doxorubicin-Konjugat (A-DOXO-HYD-C), bestehend aus gemaB obigem 
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Beispiel mit DTT behandeltem HSA und einem Maleinimidophenylessigsaure- 
hydrazon-Derivat von Doxorubicin (DOXO-HYD), wurde weiterhin folgendermas- 
sen hergestellt. 

Struktur von DOXO-HYD: 




NH, HCI 



12 ml der mit DTT behandelten HSA-Probe (Sulfhydrylgehalt von 0,99 Mol pro 

Mol HSA) wurden mit 0,6 ml einer Losung von DOXO-HYD (Mr 807,8) in DMF 

(12,5 mg gelost in 0,6 ml DMF) versetzt und die Reaktionslosung wahrend 18 

h sanft geschuttelt. Das entstandene HSA-Doxorubicin-Konjugat wurde uber eine 

Sephadex® G-25F Saule (Saule 5,0 cm x 25 cm) isoliert (Retentionsvolumen: 85 

-135 ml). Die Menge an gebundenem Doxorubicin wurde mit Hilfe des Extink- 

1 1 

tionskoeffizienten von Doxorubicin bei 495 nm (<r 4 g 5 = 10 650 M" cm" bei 
pH 7,4) bestimmt. Danach sind in diesem Beispiel pro Mol Cystein-Rest im HSA 
0,97 Mol Doxorubicin an das HSA gebunden. 

Methoden- FPLC fur die Herstellung der Konjugate: P-500 pump, LCC 501 
Controller (Pharmacia) und LKB 2151 UV-Monitor. Die Proteinkonzentration des 
Konjugats wurde photometrisch sowie mit dem BCA-Protein-Essay von Pierce 
(USA) bestimmt. 

Die Reinh it des Konjugats A-DOXO-HYD-C wurde durch HPLC mit Hilfe einer 
analytischen Saule (Bio-Sil SEC 250, (300 mm x 7.8 mm) von Bio-RAD (mobile 
Phase: i.d.R. 0.15 M NaCI, 0.01 M NaH 2 P0 4 , 5% CH3CN - pH 7.0) bei A = 
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25 



495 nm gepruft. Die HPLC-Chromatogramme fur A-DOXO-HYD-C und von im 
Handel erhaltlichem nativem Albumin (Imrnuno GmbH) sind in der Fig. 1A (A- 
DOXO-HYD-C) und der Fig. 1B (natives Albumin) abgebildet. Es ist deutlich zu 
erkennen, dafc A-DOXO-HYD-C eine dem im Handel erhaltlichen nativen Albumin 
vergleichbare, hervorragende Reinheit aufweist. 

Struktur von A-DOXO-HYD-C: 




H,CO O HO 



(HSA = humanes Serumalbumin) 



20 



Hersteilung eines erfindungsgemaBen Konjugats, bestehend aus mit DTT be- 
handeltem HSA und einern durch MMP 9 spaltbaren Doxorubicin-Maleinimid- 
Peptid-Derivat 



Das Doxorubicin-Maleinimid-Peptid-Derivat (2) wurde gemaB folgender Re- 
aktionsgleichung hergestellt. 
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HO 

O HO H * C- C*° 




H s CO O HO 1 



DOXO 



HO 

NH 



:-ch, i» 



DOXOJ-c-Gln-Gly-Ala-lle — Gly-Leu-Pro-Gty -nh-c-ch 2 ^ 

2 ° 



a 

O 



O HO H 2 C ~* 




DMF, HPTU 

N-Methylmorpholin 
Hydroxybenzotriazol 



HO 



h 3 co o HO 



c-Gln-Gly-Ala-lle — Gly-Leu-Pro-Gly -nh-c-ch 2 n 
0 o 

1 



NH 2 hci 



Dabei wurde das mit Maleinimidoglycin derivatisierte Octapeptid Gln-Gly-Ala-lle- 
Gly-Leu-Pro-Gly 1 (Mr 848, hergestellt durch Festphasensynthese durch Bachem 
AG, Schweiz) mit Doxorubicin gemafc dem folgenden Verfahren umgesetzt: 

Zu einer leicht truben Losung von 17,1 mg Doxorubicin in 3 ml DMF werden 25 
mg 1 (als Trifluoracetatsalz), gelost in 500 fj\ DMF, 33,5 mg O-Benzotriazol- 
N,N,N',N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HPTU), gelost in 200 //I DMF, 
11,9 mg Hydroxybenzotriazolhydrat, gelost in 100 //I DMF, und 16,2 N- 
Methylmorpholin zugegeben und der Ansatz anschlieBend 1 8 h lang bei RT in der 
Dunkelheit geruhrt. DMF wurde unter Hochvakuum entfernt und der Feststoff in 
20 ml Methanol aufgenommen, filtriert und im Vakuum auf 1 ml eingeengt. Nach 
Aufreinigung uber Kieselgel (Essigester/Methanol 2/1) wurden 5 mg 2 erhalten. 

3,0 ml einer mit DTT behandelten HSA-Probe (Sutfhydrylgehalt von 0,95 pro 
HSA-Molekul, Gehalt an HS-Gruppen - 1000 //M) wurden mit einer Losung von 
2 (Mr 1374) in DMF (5,1 mg, gelost in 250^1 DMF) versetzt und die Reaktions- 
losung wahrend 30 min sanft geschuttelt. Das entstandene Albumin- 
Doxorubicin-Konjugat wurde uber ein Sephacryl® HR1 00-Saule (2,0 cm x 20 
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cm) isoiiert. Auf diese Weise wurde das Albuminkonjugat (im folgenden mit 
HSA-Cys 34 -2 bezeichnet) der folgenden Struktur isoiiert (Beladungsfaktor —0,9): 



Die Peptidsequenz Gln-Gly-Ala-lle-Gly-Leu-Pro-Gly wird von der Matrixmetallo- 
protease MMP 9 erkannt und zwischen Isoleucin und Glycin gespalten. Dies 
wurde durch folgenden Versuch gezeigt: 200 //I einer 100//M Losung von HSA- 
Cys 34 -2 wurde mit Trypsin/Aprotinin-aktivierter MMP 9 (2 mU, erhalten von 
Calbiochem, Deutschland) 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Die Freisetzung 
von DOXO-Gln-Gly-Ala-lle aufgrund der Spaltung mit MMP 9 wurde durch HPLC- 
AusschluBchromatographie (Biosil 250 SEC Saule der Fa. Biorad, Detektion bei 
A = 495 nm) vor der Inkubation <t = 0, vgl. Fig. 2A) und nach einer Inkubations- 
zeit mit aktivierter MMP 9 von 30 Minuten (t = 30, vgl. Fig. 2B) bestatigt. 

Biologische Untersuchungen 

Als Beispiel fur die in vivo Wirksamkeit der erfindungsgemaSen Konjugate 
werden die biologischen Daten der HSA-Doxorubicin-Konjugats A-DOXO-HYD-C 
aufgefuhrt. 

Im sogenannten RENCA (renal cell carcinoma)-Modell wurden Doxorubicin und 
das erfindungsgemafce Konjugat A-DOXO-HXD-C hinsichtlich der antitumoralen 
Wirksamkeit bei annahernd aquitoxischer Dosis miteinander verglichen (in- 
travenose Therapie 10 Tage nach Injektion von etwa 1 Million Nierenkarzinom- 
zellen in die linke Ni re). 



o 




HSA 



HSA = humanes Serumalbumin 
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Tiere: Balb/c- Mause, weiblich; Tumor: RENCA, renal cell carcinoma 

Th rapie: Tag(d) 10, 14, 18, 21 intravenos (i.v.), Ende des Versuchs: d 25 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Tabelle 2 zusarnmengefa&t. 



Tabelle 2 

Anzahl der Substanz Dosis Mortalitat Durchschnittliche 

Mause (mg/Kg/inj.) (d) Korpergewichts- 

abnahme {%) 
d 1 bis 25 



10 Kontrolle 2 -14 

10 Albumin-Kontrolle 4x1 ,4 g 1 -16 

10 Doxorubicin (Doxo) 4x6 mg/kg 1 - 21 

10 A-DOXO-HYD-C 4x12 mg/kg O -18 



Die Dosis bezieht sich auf die vorhandene Menge Doxorubicin. Die Dosierungen 
von Doxorubicin und A-DOXO-HYD-C sind annahernd aquitoxisch (siehe Korper- 
gewichtsabnahme in der Tabelle 2). 

Die Ergebnisse dieses Versuches sind desweiteren in der Fig. 3 hinsichtlich der 
Gewichte und Volumina der Nieren und Nierentumoren {Fig. 3A) sowie der 
Gewichte der Lungen und der Anzahl der Lungenmetastasen (Fig. 3B) graphisch 
dargestellt. A-DOXO-HYD-C zeigt eine sehr gute antitumorale Wirksamkeit und 
erzielt eine komplette Remission in alien Tieren. Makroskopisch sichtbare Lun- 
genmetastasen konnten nur in einem Tier beobachtet werden <Fig. 3B). Bei der 
mit Doxorubicin behandelten Gruppe wurden deutlich sichtbare Nierentumoren 
in alien Tieren beobachtet (Fig. 3A), d.h. bei der optimalen Dosis von Doxorubi- 
cin (Korpergewichtabnahme: -21 % (d 1 bis 25); 1 Ti r verstorben) konnten 
demgegenub r kein kompletten Remission n erzielt werden. Weiterhin betrug 
bei den mit freiem Doxorubicin behandelten Mausen die Anzahl der Lungenmeta- 
stasen im Durchschnitt etwa 100 Metastasen pro Maus (Fig. 3B). 
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Anspruche 

1. Trager-Pharmakon-Konjugat, umfassend einen Trager, enthaltend eine 
Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren Cystein-Resten, und ein 
Pharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktive 
Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, wobei pro 
Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol Pharmakon uber die thiolbindende 
Gruppe an den Trager gebunden sind. 

2. Konjugat nach Anspruch 1 , wobei der Trager natives oder rekombinantes 
Albumin ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Spacermolekul und/oder die 
Verknupfung zwischen der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven 
Substanz und dem Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der 
thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul hydrolytisch und/oder pH- 
abhangig und/oder enzymatisch spaltbar ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, wobei das Spacermolekul und/oder die Ver- 
knupfung mindestens eine Peptidbindung enthalt. 

5. Konjugat nach Anspruch 4, wobei die Peptidbindung innerhalb einer 
Peptidsequenz vorliegt, welche mindestens eine Spaltsequenz einer Pro- 
tease enthalt. 



6. 



Konjugat nach einem der Anspruche 3 bis 5, wobei das Spacermolekul 
und/oder die Verknupfung mindestens eine saurelabile Bindung enthalt. 
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7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die pharmazeutisch 
aktive Substanz ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, 
ein Antirheumatikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein Analgeti- 
kum, ein Virostatikum Oder ein Antimyotikum ist. 



8. Konjugat nach Anspruch 7, wobei das Zytostatikum aus der Gruppe der 
Anthrazykline, der N-Nitrosoharnstoffe, der Alkylantien, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, der Campto- 
thecine, der Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Aikaloide, der Calicheami- 
cine, der Maytansinoide oder der c/s-konfigurierten Platin(ll)-Komplexe 
ausgewahlt ist. 

9. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die diagnostisch 
wirksame Substanz ein oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere 
Radionuklide umfassende Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, 
ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, eine oder mehrere fluoreszierende 
Verbindung(en) oder ein oder mehrere Kontrastmittel im nahen IR-Bereich 
enthalt. 



10. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die thiolbindende 
Gruppe eine Maleinimidgruppe, eine Halogenacetamidgruppe, eine Halo- 
genacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, 
eine Aziridingruppe, eine Disulfidgruppe oder eine Acetylengruppe umfaBt, 
die gegebenenfalls substituiert sind. 

1 1 . Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei das Spacermolekui 
einen substituierten oder unsubstituierten, verzweigt- oder unverzweigt- 
kettigen aliphatischen Alkylrest mit 1 bis 1 2 Kohlenstoffatomen und/oder 
mindestens einen substituierten oder unsubstituierten Arylrest und/oder 
einen aliphatischen Kohlenstoff ring mit 3 bis 1 2 Kohlenstoffatomen urn- 
fa&t. 
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12. Verfahren zur Herstellung des Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 
1 1 , umfassend 

(i) Behandlung des Tragers mit einem Reduktionsmittel, so daB mehr als 
0,7 Mol, vorzugsweise mindestens 0,9 Mol, Cystein-SH-Gruppen pro 
Mol Cystein-Rest im Trager vorliegen und 

(ii) Kopplung des Pharmakons uber die thiolbindende Gruppe an die 
Cystein-SH-Gruppen im Trager. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei das Reduktionsmittel Dithiothreitol, 
Dithioerythritol Oder Mercaptoethanol ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei das hergestelite Konjugat 
eine Reinheit von mehr als 95% aufweist. 

1 5. Arzneimittel, enthaltend das Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 
und gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
einen Hilfsstoff und/oder ein Verdunnungsmittel. 

16. Arzneimittel nach Anspruch 15 zur Behandlung von Krebskrankheiten, 
Autoimmunkrankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen Erkrankun- 
gen und Erkrankungen, die durch Viren und/oder Mikroorganismen ver- 
ursacht werden. 

17. Diagnostischer Kit, enthaltend das Konjugat nach einem der Anspruche 1 
bis 1 1 . 

18. Kit nach Anspruch 17 zum Nachweis von Krebskrankheiten, Autoimmun- 
krankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen Erkrankungen und 
Erkrankungen, die durch Viren und/oder Mikroorganismen verursacht 
werden, und/oder von Molekulen des Tragers und/oder deren Verteilung 
im Korper. 
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Fig. 1A 
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Fig. 1B 
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Fig. 2A 



t = 0 min 



HSA-Cys 34 -2 



Fig. 2B 



t = 30 min 
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Fig. 3 A 




Fig. 3B 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/EP 00/05254 



Continuation of field 1.2 



Relevant Patent Claim Nos. 1-12 relate to an excessively large number of possible 
compounds/products/devices/methods. In fact, they comprise so many alternatives and 
possible permutations that they appear, in the given context, unclear (and/or too lengthy) 
under the terms of PCT Article 6 as if they enabled a meaningful search. For this reason the 
search was directed at the sections of the patent claims which can be regarded as clear ( and/or 
concise), namely the example. " 

The applicant is therefore advised that patent claims or sections of patent claims laid to 
inventions for which no international search report was drafted normally cannot be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). Similar to the authority 
entrusted with the task of carrying out the international preliminary examination, the EPO 
also does not generally carry out a preliminary examination of subject matter for which no 
search has been conducted. This is also valid in the case when the patent claims have been 
amended after receipt of the international search report (PCT Article 1 9), or in the case when 
the applicant submits new patent claims pursuant to the procedure in accordance with PCT 
Chapter II. 



Foot PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



ENTERNATI 



<^^L SEARCH REPORT 

information on patent family members 




Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Iru ilional Application No 

PCT/EP 00/05254 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



DE 19636889 



12-03-1998 



AU 4548997 A 
WO 9810794 A 
EP 0934081 A 
JP 2001500133 T 



W0 0076551 



21-12-2000 



DE 19926154 A 



02-04-1998 
19-03-1998 
11-08-1999 
09-01-2001 



14-12-2000 



Form PCT/TSA/210 (patent family ami) (July 1992) 



VERTRAG 0 



DIE INTERNATIONALE ZUSAr^fcNARBEIT 

EM GEBIET DES PATENTWESHg 



PCT 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

K 2682 - py 



WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/05254 



Internationales Anmefdedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

07/06/2000 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

10/06/1999 



Anmelder 



KTB TUM0RF0RSCHUN6SGESELLSCHAFT MBH 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstellt und wird dem Anmelder qemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 ___ Blatter. 

PH Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 

1 . Grundlage des Berichts _ — - 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die internationale Recherche ist auf der Grundlage etner bei der Behdrde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

I I in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behdrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behdrde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftiiche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgefegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruchc haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PH wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y] w ' rd ter vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

□ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
Anmelder kann der Behdrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchen beri ch ts eine Stel lu ngnahme vorlegen . 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verdffentlichen: Abb. Nr. 

I | wie vom Anmelder vorgeschlagen |~X] 
I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



keine der Abb. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



m 



Internationales Aktenzeichen PCT£P 00 £5254 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1-12 beziehen sich auf eine 
unverhaltnismaBig groBe Zahl moglicher 

Verbindungen/Produkte/Vorrichtung/Verfahren. In der Tat umfassen sie so 
viele Wahlmoglichkeiten, und mogliche Permutationen daB sie im Sinne 
von Art. 6 PCT in einem solchen MaBe unklar (und/oder zu weitlaufig 
gefasst) erscheinen, als daB sie eine sinnvolle Recherche ermoglichten. 
Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, 
die als klar (und/oder knapp gefaBt) gelten konnen, namlich das Beispiel. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inten^^afes Aktenzelchen 

PCWB 00/05254 



A. K LA SSI HZ] E RUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANOES 

IPK 7 A61K47/48 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klasslfikatlon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassffikationssystem und KlassifikationssvmboJe ) 

IPK 7 A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspmch Nr. 



DE 196 36 889 A (KRATZ FELIX DR) 

12. Marz 1998 (1998-03-12) 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 3, Zeile 18 - Zeile 28; Anspriiche 

KRATZ F ET AL: "PREPARATION, 
CHARACTERIZATION AND IN VITRO EFFICACY OF 
ALBUMIN CONJUGATES OF DOXORUBICIN" 
BIOLOGICAL & PHARMACEUTICAL BULLETIN (OF 
JAPAN ) , JP , PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN, 
Bd. 21, Nr. 1, 1998, Seiten 56-61, 
XP000738275 
ISSN: 0918-6158 
Abbildung 1 

-/— 



1-18 
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Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang PatentfamUie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

*A' Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technikdef in iert, 
aber nicht ats besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdftentlicht worden ist 

Veroffentlichung, die geekjnet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 
Veroffentlichung, die vordem internationalen Anmeldedatum, aber nach 



'P 



"T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum verOffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erflndung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

■X' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht ate neu oder auf 
erftnderischer Tatkjkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

8. Marz 2001 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts j 

23/03/2001 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 

Europaisches Paten tamt, P. B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter | 

Berte, M 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLiCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie p 


Bezeichnung der Veraffentlichung, sowelt erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr An^nnirh Kir 


E 


WO 00 76551 A (KRATZ FELIX KTB 


1 

X 




TUM0RF0RSCHUNGS GMBH (DE)) 






21. Dezember 2000 (2000-12-21) 






Seite 17, Zeile 18 - Zeile 26- AnsDruche 
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vitro and in vivo studies." 






PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 






SCIENCES OF USA, 






Bd. 79. Januar 1982 (1982-01) Seiten 






626-629, XP002162367 






WASHINGTON US 
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BIOCHEMISTRY, 






Bd. 32 Nr 25 1993 Seiten 6427-6432 






XP002162368 






EAST0N PA US 






in der Anmelduna erwahnt 
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JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE 






Bd. 39 1996 Seiten 79-92 XP002162369 
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B-sens1tive dipeptide prodrugs. 1. A model 






study of structural requirements for 






efficient release of doxorubicin." 
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Seiten 3341-3346, XP002162370 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Inform^ Hn patent family members 



Intei 
PC 




a) Application No 

00/05254 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



DE 19636889 



WO 0076551 



12-03-1998 



AU 4548997 A 
WO 9810794 A 
EP 0934081 A 
JP 2001500133 T 



21-12-2000 



0E 19926154 A 



02-04-1998 
19-03-1998 
11-08-1999 
09-01-2001 

14-12-2000 



Form PCT/1SA/210 (patent .amity annex) (July 1992) 



INTERNATIONALE!* HERCHENBERICHT 




Im .tionales Aktenzetchen 



PCT/EP 00/05254 



A. KLASSIF1ZIERUNG DES ANMELDUNGS6EGENSTANOES 

IPK 7 A61K47/48 

Nach der Internal ionaten Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationaJen Klassiflkatlon und der IPK 


B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


IPK 7 A61K 


Recherchierle aber nicht zum Mindestprufstoft gehorende Veroffentlichungen, sowei diese unter die recherchierten Gebiete fallen 


Wahrend der miemaiionaJen Recherche konsultierte etektronische Datenbank (Name der Datenbank und evti. verwendele Suchbegrifte) 

CHEM ABS Data, EMBASE, BIOSIS, EPO-Internal 


C. ALS WI 


ESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie* 


Bezeichnung Oer Veroffentlicriung. sowed erforderlich unter Angabe der in Belracht kommenden Teile 


Betr. Anspnich Nr. 


Y 
Y 


DE 196 36 889 A (KRATZ FELIX DR) 

12. Marz 1998 (1998-03-12) 

in der Anmeldung erwahnt 

Seite 3, Zeile 18 - Zeile 28; Anspruche 

KRATZ F ET AL: "PREPARATION, 
CHARACTERIZATION AND IN VITRO EFFICACY OF 
ALBUMIN CONJUGATES OF DOXORUBICIN" 
BIOLOGICAL & PHARMACEUTICAL BULLETIN (OF 
JAPAN ),JP, PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN, 
Bd. 21, Nr. 1, 1998, Seiten 56-61, 
XP000738275 
ISSN: 0918-6158 
Abbildung 1 

-/- 
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• Besondere Kategonen von angegebenen Veroffentlichungen : "T Spaiere Veroffentlichung. die nach dem intemationaJen AnmeWedalum 
"A' Verdffentiichung. die den aJlgemeinen Stand der Technik definiert Oder dem Phoritatsdatum veroffentlicht worden ist und mtt der 
aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 

•E- aiteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationaJen 7^^i£^S!^ MBn "** der ihr ^9njndefegenden 
Anmeldedalum veroffenticht worden ist , v . J « angegeoen m 

V Ver^entlichung, die geeignet ,st einen Prioritatsanspruch rwe^ah er- X ^aKi^ Tk^^u^r^ 9 
f^^^^IL^lS^ d,e ^VerdffentUchungsdalum etner ertindertscher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

anderen im Recherchenbencht genannten Veroffentfichung belegt werden . v . ^.^^.^..^ J~ , . ^ _ . 

soli oder die aus einem anderen besonderen Grund angeajbenist (wie Verofferrthchung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erflndung 
ausgefuhrt) w kann nicht aJs auf erfindenscher Taiigkert beruhend betrachtet 

•C VeroftenUichunfl, die sich auf eine mundifche Off enbarung. SSnf^& Ve^n^^SJt^^ 
dem beanspruchten Priorttatsdatum veroffentlicht worden ist " & * VerOfferufichung, die M tig lied derselben Patentfamilie ist 


Datum des Abschlusses der intemationaJen Recherche 

8. Marz 2001 


Absendedalum des IntemationaJen Recherchenbertchts 

23/03/2001 


Name und Postanschrifl der Iniemationalen Recherchenberi6rde 
Europaisches Paentamt P.B. 5818 Palentlaan 2 
NL-2280HVRijswfjk 
Tet (+31 -70) 34O-2040. Tx. 31 65 1 epo nl. 
Fax (431-70) 340-3016 


BevoBmachtigter Bediensteter 

Berte, M 
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lysosomal hydrolases, as required for a 






lysosomotropc drug-carrier conjugate; In 






vitro ana in vivo siuaies. 






D DAA rCnTMAC AC TUT MATTAftlAI AA AATMV f\ T~ 

rKUCttDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 






crTCwrcc f\r mca 
oLltrJLto Ur UoA, 






oa. /y, Januar I9ez 1198Z-Q1;, seiten 






f /TOO VOAAOICOOC"? 

oZo-oZ9, XrQU21oZ3o7 






LIACUTMATAM tlC 

WASHINGTON US 




Y 


Abbi 1 dung 1; Tabelle 1 


1-18 


v 
Y 


o. NE I ZhL-AKNtTT : Comparitive sequence 


1-18 




specificities of human 72- and 92-kDa 
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Tabelle 1 




A 

A 


n. NiLnirUK Li al. : Macromo 1 ecu 1 ar 


i 




*% W% /\ />| m%i | rm #» f £ £ lit r** v% nil w» >sa{ 1 1 . r~ ^ — ▼ i jinn J- ^ — >. 

proorugs ot o-t luorouraci i . Z: tnzymatic 






oegrauati on . 






1AI iDfci A 1 /~i r~ ^AllTDAl i rr\ on r*cr" 

JOURNAL OF CONTROLLED RELEASE, 






Bd. 39, 199o, Seiten 79-92, XP002162369 






AMCTTDAAM Ml 

AnSTtRDAn NL 






Zusammenfassung; Abbi 1 dung 1; Tabelle 1 




A 


G. DUBOWCHIK ET AL. : "Cathepsin 


1-18 
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Bd. 8, Nr. 23, Dezember 1998 (1998-12), 






Seiten 3341-3346, XP002162370 
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# 



Internationales Aktenzeichen PCT/E P 00 /)5254 



WETTER E ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1-12 beziehen sich auf eine 
unverhaltnismaBig groBe Zahl moglicher 

Verbindungen/Produkte/Vorrichtung/Verfahren. In der Tat umfassen sie so 
viele Wahlmogl ichkeiten, und mogliche Permutationen daB sie im Sinne 
von Art. 6 PCT in einem solchen MaBe unklar (und/oder zu weitlaufig 
gefasst) erscheinen, als daB sie eine sinnvolle Recherche ermoglichten. 
Daher wurde die Recherche auf die Telle der Patentanspruche gerichtet, 
die als klar (und/oder knapp gefaBt) gel ten konnen, namlich das Bei spiel. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, Oder Teile von 
Patent anspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), Oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patent anpruche vorlegt. 



ESTERNATION R RECHERCHENBERICHT 

Angatoen zu Veroffentlictiungen. die zur seiben Palenttamiiie gehbren 




inn lonaies AWenzeicfren 

PCT/EP 00/05254 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
VerOffentlichung 


MitgBed(er) der 
PatentfamQie 


Datum der 
Verotfentlichung 


DE 19636889 A 


12-03-1998 


AU 


4548997 


A 


02-04-1998 






WO 


9810794 


A 


19-03-1998 






EP 


0934081 


A 


11-08-1999 






JP 


2001500133 


T 


09-01-2001 



WO 0076551 A 21-12-2000 DE 19926154 A 14-12-2000 



ForniDJaG PCT/1SA/210 (AnTung Palfinflami6o)(Juif 1992) 



PATENT COOPERATION TRE,^^ 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



3 



Applicant's or agent's file reference 
K 2682 - PY 


Pn n in tDTurD ArT1AM SeeNotificationomansmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT /IPEA/4 1 6) 
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1. 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



10 



sheets, including this cover sheet. 



"yA This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
^ amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. 



This report contains indications relating to the following items: 
I ^ Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 



in IEI 

IV □ 

V 



VI 

VII □ 
VIII 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

19 December 2000 (19.12.00) 


Date of completion of this report 

17 September 2001 (17.09.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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tional application No. 

PCT/EPOO/05254 



I. Basis of the report 



I . With regard to the elements of the international application:* 



□ 



the international application as originally filed 

the description: 
pages 

pages 

pages 



1-28 



, as originally filed 

, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



IS 



_ , as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 1 9 
, filed with the demand 



1-17 



filed with the letter of 27 August 2001 (27.08.2001) 



the drawings: 

pages 

pages 
pages 



1/4-4/4 



, as originally filed 
, filed with the demand 



. , filed with the letter of 



I | the sequence listing part of the description: 
pages 

pages 

pages 



, as originally filed 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is* 

□ 

the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

1 3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I the description, pages 

the claims, Nos. [8 



the drawings, sheets/fig 



5 rn ™ S report has ^ een esta °lished as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
— beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and 70 J 7). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article J 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



Amendments (PCT Article 41) 

The applicant submitted new Claims 1 to 17 with the 
letter of 27 August 2001. 

The new Claim 1 is a combination of the original Claims 1 
and 3. The term ''cysteine radical" is mentioned in the 
new Claims 1 and 11. The other new Claims 2 to 10 and 12 
to 17 correspond, respectively, to the original Claims 2, 
4 to 10 and 13 to 18. 

The amendments meet the requirements of PCT Article 41. 
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tional application No. 
PCT/EPOO/05254 



II. Priority 



I I This report has been established as if no priority had been claimed due to the failure to furnish within the prescribed time 
' I — I limit the requested: 

□ 

copy of the earlier application whose priority has been claimed, 
translation of the earlier application whose priority has been claimed. 

2 j^| This report has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim has been found invalid 

Thus for the purposes of this report, the international filing date indicated above is considered to be the relevant date. 

3. Additional observations, if necessary: 

See Supplemental Sheet 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 1 1 



Priority (PCT Article 8) 

The priority of the application DE 19926475.9 was duly 
claimed for the present application. 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I | the entire international application. 

claims Nos. 1-10 In Part 



because: 



□ 



the said international application, or the said claims Nos. 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

no international search report has been established for said claims Nos. 1 - 1 0 In Part . 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 
| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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lntj^^ional application No. 

P<HRp 00/05254 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: III 



No preliminary examination 

See international search report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) Claims 2-4, 8, 16, 17 YES 

Claims 1, 5-7, 9-15 NO 

Inventive step (IS) Claims YES 

Claims 1-17 NO 

Industrial applicability (IA) Claims 1~17 VE § 

Claims NO 



2. Citations and explanations 

Clarification (PCT Rule 66(2)) 

Subject matter of the present application 

The present application discloses conjugates that contain 
a carrier (polypeptide) and a pharmacon (active substance 
and spacer molecule) , characterized in that the pharmacon 
is bound to one or more of the free cysteine radicals of 
the carrier with an efficiency of more than 70%. 

Cited documents (PCT Rule 64(1)) 
Dl: DE-A-19 636 889 

D2: KRATZ ET AL . (1998) BIOL. PHARM . BULL. 21, 56-61 

D3: WO-A-00/76551 (filing date 07 June 2000, priority date 

09 June 1999) 

D4: TROUET ET AL . (1982) PNAS, USA 79, 626-629 

D5: NETZEL-ARNETT (1993) BIOCHEMISTRY 32, 6427-6432 

D6: NICHIFOR ET AL. (1996) : J. CONTROLLED RELEASE 39, 79-92 

D7: DUBOWCHIK ET AL. (1998) BIOORG. MED. CHEM. LETT. 8, 

3341-3346. 

D3 was submitted on the same day as the present 
application, but claims an earlier priority date than the 
present application. D3 therefore does not belong to the 
prior art under PCT Rule 64(1). 
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The following documents were added by the examiner: 
D8: WO-A-93/08842 

D9: Derossi et al. (1998) Trends in Cell Biol. 8, 84-87 
D10: Narazaki et al. (1997) BBA 1338, 275-281. 

Novelty (PCT Article 33(2)) 

Dl is from the inventor of the present application. The 
content of that document must therefore be well known to 
the applicant. 

D2 is also from the inventor of the present application. 
The examiner would therefore like draw the applicant's 
attention to a few important points in D2 . D2 discloses in 
Figure 1 the general structure of conjugates that contain 
a carrier, a pharmacon, a spacer and a cleavable linker. 
Acidic labile groups or groups that can be enzymat ically 
cleaved are preferred as cleavable linkers. D2 describes 
doxorubicin as a pharmacon. In Figure 7, for example, a 
maleimide doxorubicin derivative is described. It is known 
that maleimide compounds react with free thiol groups. 
PEG, albumin (HSA) and monoclonal antibodies (mAb) are 
mentioned in D2 as examples of polymer carriers. The 
conjugation of the mAbs BR64 and BR96 with the 
aforementioned maleimide doxorubicin derivatives is 
described on pages 254-256. Two different methods for 
producing them are described in Dll (Willner et al . (1993) 
Bioconjugate Chem. 4, 521-527) and D12 (Firestone et al. 
(1996) J. Controll. Rel. 39, 251-259). The first method is 
comparable to that of Dl (see Fig. 1, D12) . Free thiol 
groups are introduced by means of chemical modification of 
the active side chains (Lys) with SDPD. These chemically 
thiolated mAbs can react to the aforementioned maleimide 
doxorubicin derivatives in this way. The second method is 
comparable to the method according to the present 
application (see Fig. 2, D12). The mAb is treated with DTT 
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and the free SH groups created in this manner react 
directly with the maleimide doxorubicin derivatives. The 
analysis of the two methods in D12 (see in particular 
Point 3.3 'Uniformity of thiolation' ) is also interesting. 
Fig. 2 shows that mAb-Dox conjugates of the chemically 
thiolated mAb have a wide distribution of the molecular 
weight. In contrast to that, the mA-Dox conjugates of 
reduced mAb have a smaller, more ideal distribution of the 
molecular weight. 

The mAb-Dox conjugates in D2 (Dll and D12) and the method 
for producing them (Dll and D12) are regarded as 
prejudicial to the novelty of Claims 1, 5 to 7 and 9 to 
15. 



D4 discloses an albumin doxorubicin conjugate for treating 
cancer-related illnesses (leukemia) . Doxorubicin is bound 
to free NH 2 groups of albumin by a polypeptide spacer. 

D8 discloses hemoglobin as a carrier for pharmacons. D8 
discloses that hemoglobin is preferred to albumin, since 
it has only one free cysteine radical which can form a 
disulfide bond with a pharmacon. 



D9, and the documents cited therein, disclose polypeptides 
which traverse (translocate) membranes and can be used to 
transport active substances to the inner part of the cell 
(cytoplasma) . The bond between the carrier and the active 
substance can be a simple disulfide bond (see Table 1) . 

D10, and the documents cited therein, disclose the bonding 
of a fluorescence group (acrylodan) to albumin. D10 
discloses that albumin has only one free cysteine radical 
(Cys-34, se A-DOXO-HYD-C (page 25) and HSA-Cys 34 -2 ( page 
27)) and that this SH group is very reactive owing to a 
low pK S H- 
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Inventive Step (PCT Article 33(3)) 

The concept according to the present application, i.e. 
increasing the therapeutic index of drugs by means of 
conjugation with polymer carriers, has been known for a 
long time. It is known in particular that pharmacons have 
a longer lifetime (purification) when they are bound to a 
carrier such as albumin. 

Acid- or protease-labile linkers or spacers are known to a 
person skilled in the art (see D2, D4 and Kratz et al 
(1999) Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier 
Systems 16, 245-288). It is therefore obvious that 
polypeptide spacers can be designed which are 'specific' 
to proteases or membrane proteins that characterize a 
possible target. 

The present application differs from Dl only in that *Cys- 
reduced' albumin instead of x thiolated' albumin is used. 
Proceeding from D2 and D12, this modification of Dl is 
very obvious. Furthermore, D10 discloses that albumin, 
contrary to what is taught in D8 , has only one free SH 
group. Therefore, none of the claims presently appears to 
be inventive. 



It is presently not discernable what part of the 
application could form the basis for a new, allowable 
claim. If the applicant still considers an individual 
subject matter to be patentable, the applicant should 
submit an independent claim that is directed to that 
subject matter. The difference between the subject matter 
of the new claim and the prior art as well as the meaning 
of this difference should be specified in a written 
response . 
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Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

The conjugates of the present application can be used as 

medicine . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



Cited documents (PCT Rule 64(3)) 

The applicant should be aware that D3 may be regarded as 
prior art when the present application enters the 
European phase. D3 discloses in Example 5, for example, 
the albumin doxorubicin conjugate HSA-Cys 34 -2 (pages 29- 
31) . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 



Observations regarding the claims (PCT Article 6) 

Claim 1 is not supported by the description (PCT Article 
6) , since its scope goes beyond the scope justified by the 
description and the drawings. The reason for this is as 
follows: only albumin (HSA) is used in the example, but 
Claim 1 includes all known and unknown proteins. 

The new Claim 10 contains a typing error. This claim 
should refer to Claims 1 to 9, not 1 to 19. 
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VERTRAG UBER 1MNTERNATIONALE ZUSAN^NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNG jSBBRICHT pct 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
K2682 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/05254 


Internationales Anmeldedatu m(Tag/Monat/Jahr) 
07/06/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
10/06/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K47/48 


Anmelder 






KTB TUMORFORSCHUNGSGESELLSCHAFT MBH et al. 







1 . Dieser internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 1 0 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. ; 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, AnsprOchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaftungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 3 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 


B 


II 


El 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


H 


VII 


□ 


VIII 





gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Datum der Einreichung des Antrags 
19/12/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
17.09.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

EuropSisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevoilmachtigter Bediensteter 
Vogt, T 

Tel. Nr. +49 89 2399 8477 



LA 
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Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/05254 



I. Grundlage des Berichts 

1 . HinsichtJich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 and 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-28 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

18 ursprungliche Fassung 

1 -1 7 eingegangen am 27/08/2001 mit Schreiben vom 27/08/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

D zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 
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4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

El Anspruche, Nr.: 18 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbtatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

II. Prioritat 

1 . □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da folgende 

angeforderte Unterlagen nicht innerhalb der vorgeschriebenen Frist eingereicht wurden: 

□ Abschrift der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

□ Ubersetzung der fruheren Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist. 

2. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung der beanspruchten Prioritat erstellt worden, da sich der 

Prioritatsanspruch als ungultig herausgestellt hat. 

Fur die Zwecke dieses Berichts gilt daher das obengenannte internationale Anmeldedatum als das 
maBgebliche Datum. 

3. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte Internationale Anmeldung. 
B Anspruche Nr. 1-10 partly. 

Begrundung: 

□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
{genaue Angaben): 
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□ Die Beschreibung, die Anspruche Oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 



□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 1-10 partly wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 
entspricht: 

□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtiich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



2-4, 8, 16 und 17. 
1,5-7 und 9-15. 

1-17. 
1-17. 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
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I And rungen (Art. 41 PCT). 

Die Anmelderin hat mit dem schreiben von 27.08.2001 neue Anspruche 1-17 
eingereicht. 

Der neue Anspruch 1 ist eine Kombination der ursprunglichen Anspruche 1 und 3. Der 
Ausdruck "cystein-rest" ist in den neuen Anspruchen 1 und 1 1 erlautert worden. Die 
weiteren neuen Anspruche 2-10 und 12-17 entsprechen den ursprunglichen 
Anspruchen 2, 4-10 und 13-18. 

Die Anderungen entsprechen Art. 41 PCT. 

II Prioritat (Art. 8 PCT). 

Die Prioritat der Anmeldung DE 19926475.9 wurde fur die vorliegende Anmeldung 
rechtmaBig beansprucht. 

III Keine vorlaufige Prufung. 

Siehe Internationaler Rechenbericht. 



V Erklarung (Regel 66(2) PCT). 

Geaenstand der derzeitige Anmeldung. 

Die vorliegende Anmeldung offenbart Konjugate, enthaltend einen Trager (Polypeptide) 
und ein Pharmakon (aktive Substanz und Spacermolekul), dadurch gekennzeichnet 
da3 das Pharmakon mit einer Effizienz von uber 70% an einen oder mehrere der freien 
Cystein-Reste des Tragers gebunden ist. 

Zitierte Dokumente (Reael 64(1) PCT). 

D1: DE-A-1 9636889. 

D2: KRATZ ET AL (1 998) BIOL. PHARM. BULL. 21 , 56-61 . 

D3: WO-A-0076551 . (Anmeldedatum 07.06.2000, Prioritatsdatum 09.06.1999). 

D4: TROUET ET AL. (1982) PNAS, USA 79, 626-629. 

D5: NETZEL-ARNETT (1993) BIOCHEMISTRY 32, 6427-6432. 

D6: NICHIFOR ET AL. (1996): J. CONTROLLED RELEASE 39, 79-92. 
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D7: DUBOWCHIK ET AL (1998) BIOORG. MED. CHEM. LETT. 8, 3341-3346. 

D3 wurde am gleichen Tag wie die vorliegende Anmeldung eingereicht, beansprucht 
aber ein fruheres Prioritatsdatum als die vorliegende Anmeldung. Damit gehort D3 nicht 
zum Stand der Technik gemass Regel 64(1) PCT. 

Folgende Dokumente werden vom Prufer eingefuhrt. 
D8: WO-A-9308842. 

D9: Derossi et al. (1998) Trends in Cell Biol. 8, 84-87. 
D10: Narazaki et al. (1997) BBA 1338, 275-281. 

Neuheit (Art. 33(2) PCT). 

D1 ist vom Erfinder der vorliegenden Anmeldung. Der Inhalt dieses Dokuments sollte 
die Anmelderin somit bekannt sein. 

D2 ist ebenfalls vom Erfinder der vorliegenden Anmeldung. Dennoch mochte der Prufer 
die Anmelderin auf einige wichtige Punkte in D2 hinweisen. D2 offenbart in Abb. 1 die 
generelle Struktur von Konjugaten enthaltend einen Trager, ein Pharmakon, einen 
Spacer und einen spaltbare Linker. Als spaltbare Linker werden saure labile Gruppen 
oder Gruppen die enzymatisch gespaltet werden konnen, bevorzugt. Als Pharmakon 
beschreibt D2 Doxorubicin. In Abb. 7 zum Beispiel wird ein Maleimid-Doxorubicin 
Derivat beschrieben. Von maleimiden Verbindungen ist es bekannt da(3 sie mit freien 
Thiolgruppen reagieren. Als Beispiele fur polymere Trager werden in D2 PEG, Albumin 
(HSA) und monoklonale Antikorper (mAb) genannt. Auf den Seiten 254-256 wird die 
Konjugierung von mAb's BR64 und BR96 mit den obengenannten Maleimide- 
Doxorubicin Derivaten beschrieben. Zwei unterschiedliche Methoden zu deren 
Herstellung werden in D1 1 beschrieben (Willner et al. (1993) Bioconjugate Chem. 4, 
521-527) und D12 (Firestone et al. (1996) J. Controll. Rel. 39, 251-259). Die erste 
Methode ist vergleichbar mit der von D1 (Siehe Schema 1 , D12). Freie thiol Gruppen 
werden durch chemische Modifizierung der aktiven Seitenketten (Lys) mit SDPD 
eingefuhrt. Diese chemisch thiolisierte mAb konnen so mit den obengenannten 
maleimid-Doxorubicin Derivaten reagieren. Die zweite Methode ist vergleichbar mit der 
Methode aus der vorliegenden Anmeldung (siehe Schema 2, D12). Das mAb wird mit 
DTT behandelt und die so entstandene freie SH Gruppen reagieren direkt mit den 
Maleimid-Doxorubicin Derivaten. Interessant ist ebenso die Analyse der beiden 
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Methoden in D12 (siehe insbesondere Punkt 3.3 'Uniformity of thiolation'). Abb. 2 zeigt, 
daf3 mAb-Dox Konjugate von dem chemisch thiolisierte mAb eine breite Distribution des 
Molekulargewichts haben. In Gegensatz dazu haben die mAb-Dox Konjugate von 
reduziertem mAb eine geringere, idealere Distribution des Molekulargewichts. 
Die mAb-Dox Konjugate aus D2 (sowie D1 1 und D12) und das Verfahren zu deren 
Herstellung (D1 1 und D12) werden als neuheitschadlich fur die Anspruche 1, 5-7 und 
9-15 angesehen. 

D4 offenbart ein Albumin-Doxorubicin Konjugate zur Behandlung von Krebs 
Erkrankungen (Leukamie). Doxorubicin ist durch ein Polypeptidspacer an freie NH 2 
Gruppen von Albumin gebunden. 

D8 offenbart Hamoglobin als Trager fur Pharmaka. D8 offenbart, daB Hamoglobin 
gegeniiber Albumin bevorzugt wird, weil es nur einen freien Cystein-Rest hat das mit 
einem Pharmakon eine Disulfid Bindung binden kann. 

D9, und die darin zitierten Dokumenten, offenbaren Polypeptide, die Membranen 
durchqueren (translokieren) und benutzt werden konnen, um aktive Substanzen ins 
Zellinnere (cytoplasma) zu transportieren. Die Bindung zwischen Trager und aktiver 
Substanz kann eine einfache disulfid Bindung sein (siehe Tabelle 1). 

D10, und die darin zitierten Dokumenten, offenbaren die Kupplung einer Fluoreszenz- 
gruppe (acrylodan) an Albumin. D10 offenbart, daB Albumin nur einen freien Cystein- 
Rest hat (Cys-34, siehe A-DOXO-HYD-C (S. 25) und HSA-Cys 34 ^ (S. 27)) und daB 
diese SH Gruppe durch einen niedrigen pK SH sehr reaktiv ist. 

Erfinderische Tatiakeit (Art. 33(3) PCT). 

Das Konzept der vorliegenden Anmeldung, den therapeutischen Index von Arzneimittel 
mittels Konjugierung mit polymeren Trager zu erhohen, ist seit langem bekannt. Es ist 
insbesondere bekannt, daB Pharmaka eine langere Lebenszeit (Klarung) haben, wenn 
sie an einen Trager, wie zum Beispiel Albumin, verbunden sind. 

Saure- oder Protease-labile Linker oder Spacers sind dem Fachmann bekannt (siehe 
D2, D4 und Kratz et al. (1999) Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 
16, 245-288). Daher erscheint es naheliegend, daB Polypeptidspacers entworfen 
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werden konnen die fur Proteasen oder Membranproteine die ein mogliches Ziel 
charakterisieren, 'spezifisch' sind. 

Die derzeitige Anmeldung unterscheidet sich von D1 nur darin, da(3 nicht 'thiolysiertes' 
Albumin, sondern 'Cys-reduziertes 1 Albumin, benutzt wird. Ausgehend von D2 und D12 
wird diese Modifizierung von D1 sehr nahegelegt. Desweiteren offenbart D10, daB 
Albumin, im Gegensatz zu dem was in D8 behauptet wird, nur eine freie SH gruppe 
hat. Daher erscheint keiner der Anspruche zum gegenwartigen Zeitpunkt als 
erfinderisch. 

Gegenwartig ist nicht erkennbar, welcher Teil der Anmeldung die Grundlage fur einen 
neuen, gewahrbaren Anspruch bilden konnte. Sollte der Anmelder dennoch einen 
einzelnen Gegenstand als patentfahig ansehen, so sollte ein auf diesen Gegenstand 
gerichteter, unabhangiger Anspruch eingereicht werden. Im Antwortschreiben sollte 
einerseits der Unterschied zwischen dem Gegenstand des neuen Anspruchs und dem 
Stand der Technik und andererseits die Bedeutung dieses Unterschiedes angegeben 
werden. 

Gewerbliche Anwendbarkeit (Art. 33(4) PC"H. 

Die Konjugate der derzeitigen Anmeldung sind als Arzneimittel benutzbar. 
VI Zitierte Dokumenten (Regel 64(3) PCT). 

Die Anmelderin muG damit rechnen, daB D3 Stand der Technik werden kann, falls die 
vorliegende Anmeldung in die europaische Phase eintritt. D3 offenbart zum Beispiel in 
Beispiel 5 das Albumin-Doxorubicin Konjugate HSA-Cys 34 -2 (S. 29-31). 

VIII Bemerkungen in bezug auf die Anspruche (Art. 6 PCT). 

Der Anspruch 1 wird nicht, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, durch die Be- 
schreibung gestutzt, da sein Umfang uber den durch die Beschreibung und die 
Zeichnungen gerechtfertigten Umfang hinausgeht. Die Grunde dafur sind die 
folgenden: in dem Beispiel wird nur Albumin (HSA) benutzt, Anspruch 1 dagegen 
umfaBt alle bekannte und unbekannte Proteine. 
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Die Anmelderin ist in dem neuen Anspruch 10 ein Tippfehler entgangen. Dieser 
Anspruch sollte auf die Anspruche 1-10 verweisen, nicht jedoch auf die Anspruche 1- 
19. 
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Amtl. Aktenzeichen: PCT/EP00/05254 

Anmelder: KTB Tumorforschungsgesellschaft mbH 

"Trager-Pharmaka-Konjugate" 

Unser Zeichen: K 2682 - py / js 



Anspruche 



2. 



3. 



4. 



5. 



Trager-Pharmakon-Konjugat, umfassend einen Trager, enthaltend eine 
Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren reduzierbaren Cystein-Resten, 
und ein Pharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder diagno- 
stisch aktive Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, 
wobei das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der phar- 
mazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermole- 
kul und/oder die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und 
dem Spacermolekul hydrolytisch und/oder pH-abhangig und/oder enzyma- 
tisch spaltbar ist und pro Mol reduzierbarem Cystein-Rest mehr als 0,7 
Mol Pharmakon uber die thiolbindende Gruppe an den Cystein-Rest des 
Tragers gebunden sind. 

Konjugat nach Anspruch 1 , wobei der Trager natives oder rekombinantes 
Albumin ist. 

Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Spacermolekul und/oder die 
Verknupfung mindestens eine Peptidbindung enthalt. 

Konjugat nach Anspruch 3, wobei die Peptidbindung innerhalb einer 
Peptidsequenz vorliegt, welche mindestens eine Spaltsequenz einer Pro- 
tease enthalt. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das Spacermolekul 
und/oder die Verknupfung mindestens eine saurelabile Bindung enthalt. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die pharmazeutisch 
aktive Substanz ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, 
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ein Antirheumatikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein Analgeti- 
kum, ein Virostatikum oder ein Antimyotikum ist. 

Konjugat nach Anspruch 6, wobei das Zytostatikum aus der Gruppe der 
Anthrazykline, der N-Nitrosoharnstoffe, der Alkylantien, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, der Camp- 
tothecine, der Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide, der Calichea- 
micine, der Maytansinoide oder der c/s-konfigurierten PIatin(ll)-Komplexe 
ausgewahlt ist. 

Konjugat nach .einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die diagnostisch 
wirksame Substanz ein oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere 
Radionuklide umfassende Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, 
ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, eine oder mehrere fluoreszierende 
Verbindung(en) oder ein oder mehrere Kontrastmittel im nahen IR-Bereich 
enthalt. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die thiolbindende 
Gruppe eine Maleinimidgruppe, eine Halogenacetamidgruppe, eine Hafo- 
genacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, 
eine Aziridingruppe, eine Disulfidgruppe oder eine Acetylengruppe umfa&t, 
die gegebenenfalls substituiert sind. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei das Spacermolekul 
einen substituierten oder unsubstituierten, verzweigt- oder unverzweigt- 
kettigen aliphatischen Alkylrest mit 1 bis 12 Kohlenstoffatomen und/oder 
mindestens einen substituierten oder unsubstituierten Arylrest und/oder 
einen aliphatischen Kohlenstoffring mit 3 bis 12 Kohlenstoffatomen urn- 



Verfahren zur Hersteltung des Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 
10, umfassend 

(i) Behandlung des Tragers mit einem Reduktionsmittel, so daft mehr 
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als 0,7 Mol, vorzugsweise rnindestens 0,9 Mol, Cystein-SH-Grup- 
pen pro Mol reduzierbarem Cystein-Rest im Trager vorliegen und 
(ii) . Kopplung des Pharmakons uber die thiolbindende Gruppe an die 
Cystein-SH-Gruppen im Trager. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Reduktionsmittel Dithiothreitol, 
Dithioerythritol oder Mercaptoethanol ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei das hergestellte Konjugat 
eine Reinheit von mehr als 95% aufweist. 

1 4. Arzneimittel, enthaltend das Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 1 0 
und gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
einen Hilfsstoff und/oder ein Verdunnungsmittel. 

15. Arzneimittel nach Anspruch 14 zur Behandlung von Krebskrankheiten, 
Autoimmunkrankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen Erkrankun- 
gen und Erkrankungen, die durch Viren und/oder Mikroorganismen ver- 
ursacht werden. 

1 6. Diagnostischer Kit, enthaltend das Konjugat nach einem der Anspruche 1 
bis 10. 

1 7. Kit nach Anspruch 1 6 zum Nachweis von Krebskrankheiten, Autoimmun- 
krankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen Erkrankungen und 
Erkrankungen, die durch Viren und/oder Mikroorganismen verursacht 
werden, und/oder von Molekulen des Tragers und/oder deren Verteilung 
im Korper. 
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V^jJ* Claims 

1. Carrier-drug conjugate made up of a carrier, which 

« 

contains a polypeptide sequence having one or a plurality of 
cysteine groups, and a drug, which contains a pharmaceutically 
and/or diagnostically active substance, a spacer molecule, and a 
thiol-binding group, more than 0.7 mol of drug per mol of 
cysteine group being bound to the carrier via the thiol-binding 
group. 

2. Conjugate according to Claim 1, in which the carrier 
is native or recombinant albumin. 

3. Conjugate according to Claim 1 or 2, in which the 
spacer molecule and/or the linkage between the pharmaceutically 
and/or diagnostically active substance and the spacer, molecule 
and/or the linkage between the thiol-binding group and the 
spacer molecule is cleavable hydrolytically and/or in pH- 
dependent fashion and/or enzymatically . 

4. Conjugate according to Claim 3, in which the spacer 
molecule and/or the linkage contains at least one peptide bond. 

5. Conjugate according to Claim 4, in which the peptide 

,« • 

bond lies within a peptide sequence that contains at least one 
cleavage sequence of a protease. 

6. Conjugate according to one of Claims 3 to 5, in whicffi 
the spacer molecule and/or the linkage contains at least one 
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acid-labile bond. 

7. Conjugate according to one of Claims 1 to 6, in which 
the pharmaceutical^ active substance is a cytostatic, a 
cytokine, an immunosuppressant, an antirheumatic, an 
antiphlogistic, an antibiotic, an analgesic, a virostatic or an 
antimycotic. 

8. Conjugate according to Claim 7, in which the 
cytostatic is selected from the group of the anthracyclines, the 
N-nitrosoureas, the alkylating agents, the purine antagonists or 
pyrimidine antagonists, the folic acid antagonists, the taxanes, 
the camptothecins, the podophyllotoxin derivatives, the Vinca 
alkaloids, the calicheamicins, the maytansinoids or the cis- 
configured platinum (II) complexes. 

9. Conjugate according to one of Claims 1 to 8, in which 
the diagnostically active substance contains one or a plurality 
of radionuclides, one or a plurality of ligands containing 
radionuclides, one or a plurality of positron emitters, one or a 
plurality of NMR contrast media, one or a plurality of 
fluorescing compound (s) or one or a plurality of contrast media 
in the near IR region. 

10. Conjugate according to one of Claims 1 to 9, in which 
the thiol-binding group contains a maleinimide group, a 
haloacetamide group, a haloacetate group, a pyridyldithio group, 
a vinylcarbonyl group, an aziridine group, a disulfide group or 




+ 



an acetylene group, which are substituted if appropriate. 

11. Conjugate according to one of Claims 1 to 10, in which 
the spacer molecule is made up of a substituted or 
unsubstituted, branched-chain or straight-chain aliphatic alkyl 
group with 1 to 12 carbon atoms and/or at least one substituted 
or unsubstituted aryl group and/or an aliphatic carbon ring with 
3 to 12 carbon atoms. 

12. Method for the preparation of the conjugate according 
to one of Claims 1 to 11, including 

(i) treatment of the carrier with a reducing agent so that more 
than 0.7 mol, preferably at least 0.9 mol, of cysteine SH 
groups is present in the carrier per mol of cysteine group 
and 

(ii) coupling of the drug to the cysteine SH groups in the 
carrier via the thiol-binding group. 

13. Method according to Claim 12, in which the reducing 
agent is dithiothreitol, dithioerythritol or mercaptoethanol . 

14. Method according to Claim 12 or 13, in which the 
conjugate prepared exhibits a purity of more than 95%. 

15. Medicament containing the conjugate according to one 
of Claims 1 to 11 and, if appropriate, a pharmaceutical^ 
compatible carrier and/or an auxiliary agent and/or a diluting 
agent . 

16. Medicament according to Claim 15 for the treatment of 
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cancer diseases, autoimmune diseases, acute or chronically 
inflammatory diseases and diseases that are caused by viruses 
and/or microorganisms. 

17. Diagnostic kit containing the conjugate according to 
one of Claims 1 to 11. 

18. Kit according to Claim 17 for the detection of cancer 
diseases, autoimmune diseases, acute or chronically inflammatory 
diseases and diseases that are caused by viruses and/or 
microorganisms, and/or of molecules of the carrier and/or of its 
distribution in the body. 
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